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Der Zusammenhang der Stairkebildung mit der Siurenanhiufung 
bei den Schimmelpilzen (Penicillium). 


Von 
T. Chrzaszez und D. Tiukow. 


Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan, mit Unterstiitzung durch die Naukowa Organizacja Gorzelnictwa.) 


(Eingegangen am 10. April 1930.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Unsere Untersuchungen iiber die Starkebildung bzw. iiber die 
Bildung stairkeaihnlicher Substanzen bei einer Reihe verschiedener 
botanischer Formen von Schimmelpilzen, die zur Penicilliumgruppe 
gehéren', fiihrten uns zu der Ansicht, daB dieser Vorgang vor allen 
Dingen von der Art des Schimmelpilzes abhangig ist. Die verschiedenen 
Penicilliumarten werden untereinander dadurch charakterisiert, daB 
eine Gruppe die Fahigkeit besitzt, in der Pilzdecke Starke anzuhaufen, 
die zweite Gruppe dagegen hauft unter denselben Bedingungen in der 
Kultur organische Sauren an. Zur dritten Schimmelpilzgruppe rechnen 
wir vorlaufig alle Penicillien, welche obige Fahigkeiten nicht besitzen. 
Wir lassen die dritte Schimmelpilzgruppe vorliufig auBer Betracht, 
weil uns definitive Unterlagen iiber ihre Eigenschaften noch fehlen, und 
befassen uns in vorliegender Arbeit nur mit den beiden ersten oben an- 
gefiihrten Schimmelpilzgruppen. 

Bei diesen beiden Schimmelpilzgruppen sehen wir deutliche physio- 
logische Unterschiede. Wahrend die erste Gruppe Starke bildet und 
anhauft, erzeugt sie gleichzeitig auch organische Sauren, die ein Zwischen- 
produkt des Zuckerabbaus sind, kann aber dieselben nicht anhaufen. 
Die zweite Gruppe dagegen, die gewéhnlich organische Saéuren anhauft, 
kann nur unter besonderen Bedingungen auch Starke produzieren, dann 
aber nur auf Kosten der sich anhaufenden organischen Sauren. Als 
eine Vorbedingung kann man hier die Veranderung der Aziditat des 
Nahrbodens ansehen, und zwar durch Einfiihrung freier Siuren bzw. 
von Salzen der Mineralsiuren, gewohnlich der Salpetersdéure. Aus Obigem 
geht hervor, daB die Bildung und Anhaufung der Starke bei der zweiten 
Schimmelpilzgruppe keine Diastaselihmung ist, wie es Boas? annimmt, 


' T. Chrzaszez und D. Tiukow, diese Zeitschr. 207, 39, 1929. 
2 F. Boas, Centralbl. f. Bakt. II, 56, 7, 1922. 
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sondern wir haben hier eigentlich eine Hemmung der Saéureanhaufu:, 
(Saurebildungshemmung). Durch Einfiihren der freien Wassersto({- 
ionen in den Nahrboden beginnt der Schimmelpilz anstatt Saure Stari. 
zu bilden und anzuhaufen. Die Stairkeproduktion ist also nicht vou 
einer Diastaselahmung abhangig, wofiir auch der Umstand spricht, da{i 
man bei der ersten Schimmelpilzgruppe, welche Starke bildet und an- 
hauft, keine Erscheinung bemerkt, welche auf Diastaselahmung hi) 
weisen kénnte. 

Die Starkebildung bei den Schimmelpilzen ist eine ihrer Lebens- 
erscheinungen. Es unterliegt keinem Zweifel, daB die Starke bei beiden 
Schimmelpilzgruppen ein Vorratsmaterial darstellt, also muB auch die 
angehaufte Saure, die anstatt Starke hier hervortritt, die gleiche Rolle 
spielen. Zu diesen Resultaten fiihrten uns schon unsere vorherigen 
Untersuchungen. 

Um den Zusammenhang der Prozesse dieser beiden Pilzgruppen 
niher zu erklaren, fiihrten wir folgende Untersuchungen: Von der 
Ansicht ausgehend, daB auf die Anhiufung der Starke bzw. der orga- 
nischen Saéuren in erster Linie die Menge der in der Nahrlésung vor- 
handenen Kohlenstoffnahrung Einflu8 hat, fiihrten wir die Unter- 
suchungen mit Nahrlésungen, die verschiedene Mengen Rohrzucker 
enthielten, und zwar 5, 10, 15, 20 und 25%. Die Konzentration 
der Mineralsalze war iiberall gleich, und zwar: 0,1°%, NH,NO,, 
0,1°, KH, PO, und 0,5 °% MgS0O,. Wir stellten die Untersuchungen an 
22 verschiedenen Penicilliumarten an, die wir gréBtenteils hinsichtlich 
Bildung und Anhaufung von Starke noch nicht untersucht haben. Wir 
verteilten je 100 ccm Nahrlésung in Erlenmeyerkolben von 750 ccm 
Inhalt; sie enthielten also mehr Sauerstoff, als es in unseren friiheren 
Untersuchungen der Fall war. Die Schimmelpilzkulturen wurden bei 
etwa 30°C geziichtet. Die Zeitdauer der Ziichtung war so bemessen, dal} 
bei allen Kulturen eine ziemlich gleiche Entwicklung der Pilzdecke 
méglich war. Die Analysen wurden wie folgt ausgefiihrt: 

Nach Abscheiden, Abfiltrieren und Auswaschen der Pilzdecke wurde 
in dem Filtrat Aziditét, Zuckermenge und wenn nétig auch Citronen- 
siure und CaO in Lésung bestimmt. Die Pilzdecke wurde makroskopisch 
und mikroskopisch mit n/100 Jodlésung auf das Vorhandensein von 
Starke untersucht, worauf die Pilzdecke getrocknet und gewogen wurde. 

Auf Grund der erhaltenen Resultate teilen wir die Schimmelpilze 
in folgende drei Gruppen: 

la. wirkliche Starkebildner, 

1b. Ubergangsformen, 

2. Saureanhaufer (Citronensaure), 

3. weder Starkebikiner noch Saureanhaufer. 


Wir stellten diese Gruppen in folgenden Tabellen zusammen 


a. 


T abe Lhe 


a) Wirkliche Starkebildner. 
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Aus Tabelle I und II sehen wir, daB eine gewisse Erhéhuny 
der Zuckerkonzentration in der Nahrlésung einen giinstigen Einflu 
auf die Schimmelpilzentwicklung ausiibt. Es verlaufen hier dic 
Ab- und Aufbauprozesse viel schneller. Wenn wir das Pilzdecken- 
gewicht als MaBstab fiir die Schnelligkeit der Pilzentwickluny 
betrachten und mit der Menge des verbrauchten Zuckers ver- 
gleichen, finden wir, daB der Zuckerverbrauch mit der Erhéhung 
seiner Konzentration schneller vor sich geht als die Entwicklung des 
Schimmelpilzes. 


In allen Fallen sehen wir, daB die Saure sich auf verhaltnismaBig 
niedrigem und gleichem Niveau halt, was unabhaingig von der Zucker- 
konzentration ist. Auch die Menge des verbrauchten Zuckers steht in 
keinem Zusammenhang mit der Menge der gebildeten Saéure. Da ein 
héherer Zuckerverbrauch auf die VergréBerung der Séuremenge keinen 
EinfluB hat, kann man annehmen, daB der vermehrte Zuckerverbrauch 
auf Kosten der gebildeten Starke geht, die sich dann als Vorratsmaterial 
anhauft. 


Diese unsere Ansicht finden wir durch die Jodreaktion der Pilz- 
decke bestatigt. Es tritt in den Schichten verschiedene Farbeninten- 
sitat auf, welche auf verschiedene Stairkemengen und Verteilung der- 
selben hinweist. Die Zuckermenge iibt hier einen EinfluB aus. Mit 
Steigerung der Zuckerkonzentration bis zu einer gewissen Grenze steigt 
auch die Farbenintensitat der Jodreaktion, die dann die Pilzdecke 
bis in tiefe Schichten durchdringt, wobei in manchen Fallen die dunkel- 
violette Farbe in Blau iibergeht. 


Wie aus Tabelle III ersichtlich, zeigen die Schimmelpilze, welche 
durch Anhaufung organischer Saiuren charakterisiert sind, ein ganz 
anderes Bild. 


Vor allen Dingen sehen wir keinen Einflu8B der Zuckermenge der 
Nahrlésung auf die Entwicklung des Schimmelpilzes. Gewisse Unter- 
schiede, die wir hier und da sehen, erklaren wir mit der Art der Uber- 
impfung des Schimmelpilzes auf die Nahrlésung. Diese Impfung ge- 
schieht mit Sporen aus der Stammkultur, welche mittels Platinése 
iibertragen werden, und ihre Menge ist nicht iiberall gleich. Die Zucker- 
konzentration dagegen iibt einen deutlichen EinfluB auf die Anhaufung 
der organischen Saure, nimlich der Citronensdure aus, wobei die iibrigen 
Sauren, welche als Ca-Salze in Lésung sind, keine deutlichen Unter- 
schiede zeigen. 


GréBere Zuckermengen beeinflussen das Fortschreiten des Zucker- 
abbauprozesses bis zur Citronenséurebildung, deren weiterer Abbau 
jetzt schon in normalem Tempo verlauft, unabhangig von der Zucker- 
konzentration der Nahrlésung. 
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Der Schimmelpilz Nr. 19 zeigt eine verhaltnismaBig schwache Ent- 
wicklung. Nr. 20 macht hier eine Ausnahme und gehért eigentlich zur 
Gruppe der Tabelle IV. Da wir jedoch bei anderen Untersuchungen 
mit Zuckernahrlésung, nimlich mit Ca-Carbonat, eine ziemlich starke 
Anhaufung von Citronensiure feststellten, so rechneten wir diese Pilze 
zur Tabelle IIT. 


Die Pilze Nr. 21 und 22 gehéren zur Gruppe derjenigen Schimmel- 
pilze, welche keine Starke bzw. Saure anzuhéufen imstande sind. Welche 
charakteristischen biochemischen Symptome diese Gruppe _besitzt, 
kénnen wir vorlaufig noch nicht angeben, dieses erfordert weitere 
Untersuchungen. 


In Erganzung obiger Beobachtungen und beziiglich der Einteilung 
der untersuchten Schimmelpilze in Starke bildende und Saure an- 
haufende, war noch die Frage zu klaren, ob ein siureanhaufender Pilz 
unter Bedingungen, bei welchen sich Starke bildet, imstande wire, bei 
Gegenwart wachsender Zuckerkonzentrationen sich wie ein typischer 
Starkebildner zu verhalten. 


Um diese Frage zu _ beantworten, untersuchten wir die 
Schimmelpilze Nr. 16 und 17. Dieselben wurden auf Nabhr- 
lésungen mit verschiedener Zuckerkonzentration und Ammonium- 
nitratmenge geziichtet, und zwar 8, 15 und 25°, Zucker, und 
0.5, 3,0 und 5,0°%, Ammoniumnitrat. Die anderen Mineralsalze 
und die Ziichtungsbedingungen waren dieselben wie in friiheren 
Untersuchungen. Die erhaltenen Resultate stellten wir in Tabelle V 
zusammen. 


Aus Tabelle V sehen wir, daB die VergréBerung der Ammonium- 
nitratmenge bei gleicher Zuckerkonzentration in der Nahrlésung auf 
die Entwicklung des Schimmelpilzes wie auch auf seinen gesamten 
LebensprozeB schwichend wirkt, was sich durch Verringern des 
Pilzdeckengewichts und des Zuckerverbrauchs auBert. Die Zucker- 
konzentration wirkt verschieden. Weiter sehen wir, dab mit 
VergréBerung der Ammoniumnitratmenge (NQO,-lonen) die Fahig- 
keit der Citronensiureanhiufung verschwindet, und _ gleichzeitig 
zeigt sich im Schimmelpilz die Starkebildung. Mit Vergréberung 
der Zuckerkonzentration wie auch der NQO,-lonen sehen wir 
eine sich staindig vermehrende Anhaiufung der Starke, die sich 
in immer zahlreicheren und tieferen Schichten der Pilzdecke zeigt, 
was durch immer dunkler werdende Farbung der Pilzdecke durch 
Jod zum Vorschein kommt. Aus Obigem geht hervor, daB mit 
VergréBerung der hemmenden LEinfliisse auf die Citronensaure- 
anhaufung dieser Schimmelpilz sich ebenso zu verhalten beginnt wie 
ein Starkebildner. 
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Diskussionen,. 


Unsere vorliegenden Untersuchungen erweiterten in erster Linie 
die Kenntnis der Schimmelpilze beziiglich ihrer Fahigkeit der Starke- 
bildung und Saéureanhaéufung. Auf dieser breiten Basis kénnen wir 
schon jetzt behaupten, daB die Entstehung der Starke bei den 
Schimmelpilzen einen normalen Lebensproze® darstellt. Die Saure des 
Nahrbodens hat hier keinen grundsatzlichen EinfluB, auch besteht hier 
keine ,,Diastaselihmung*. 


Die vorliegenden Untersuchungen geben auch den Beobachtungen 
unserer friiheren Arbeit itiber dieses Thema eine breitere Grundlage, 
dadurch, daB die Versuche unter ganz anderen Bedingungen ausgefiihrt 
sind. Die Art des Zuckerverbrauchs ist ein Charakteristikum der ver- 
schiedenen Penicilliumarten. Wir unterscheiden daher zwei physiologisch 
verschiedene Gruppen der Schimmelpilze, und zwar der Starkebildner 
und der Citronenséureanhaufer. 


Die erste Gruppe verbraucht einen Teil des Kohlenstoffs der Nahr- 
lésung zur Stairkebildung. Die zweite Gruppe verbraucht die Kohlen- 
stoffnahrung zur Citronensdureanhaufung, und wird diese Citronen- 
siureanhadufung durch irgendwelchen EinfluB des Nahrbodens gehemmt, 
dann fangen diese Schimmelpilze an, Starke anzuhéufen. Die Bildung 
und Anhaufung der Citronensdure muB also dieselbe physiologische 
Bedeutung haben wie die der Starke. Die Citronensdure als Zwischen- 
produkt des Zuckerabbaus, dient als Energiematerial bzw. als Aufbau- 
material (zur Synthese), auBerdem auch als Nahrungsreservematerial. 


Vor kurzer Zeit noch finden wir in der Literatur die lange Zeit hin- 
durch angewandte Bezeichnung ,,Citronenséuregirung**. Bei genauerer 
Erwagung dieser Erscheinung war es klar, daB man Citronensdure, welche 
auf biologischem Wege gebildet und angehauft und weiter verbraucht 
wird, nicht mit so klassischen Garungsprodukten wie Athylalkohol, 
auch Essigsiure und Milchsiure vergleichen kann. In letzter Zeit 
bedient man sich nicht mehr der Bezeichnung ,,Citronenséuregarung*, 
und so blieb die Erscheinung der Citronensiurebildung ohne nahere 
Bezeichnung. Auf Grund unserer Untersuchungen sind wir der An- 
sicht, daB in diesem Falle die Bezeichnung ,,Citronensiureanhaufung* 
zutreffend ware, und fiir die Organismen, welche diese Erscheinung 
hervorrufen, ,,die Citronensiureanhaufer. Der Ausdruck ,,Citronen- 
siurebildung scheint uns nicht zutreffend, denn wie wir friiher 
schon feststellten!, besitzen alle Penicillien, wahrscheinlich auch eine 
ganze Reihe anderer_Schimmelpilze, die Fahigkeit, Citronensiure zu 
bilden. 


. Chrzaszcz und D. Tiukow, diese Zeitschr. 204, 106, 1928. 
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Nicht nur Citronensiure wird durch Schimmelpilze angehauft 
sondern es gibt auch Arten von Aspergillus niger, welche sehr vic! 
Oxalsiure und Fumarsaure anhaufen (C. Wehmer) bzw. Gluconsaur 
(W. Butkewitsch, Bernhauer); Mucor stolonifer hiuft speziell Fumarsaéure 
an (Khrlich). Unter den 70 von uns untersuchten Penicilliumarten 
fanden wir bei einigen Pilzen bei Ziichtung auf 8°, Zuckerlésung die 
Fahigkeit, Saure anzuhiufen, deren Kalksalz léslich ist. Diese Fahig- 
keit der Saurenanhaufung wurde aber noch nicht naher untersucht. 


Die Frage, ob diese anderen angehiuften Sauren die Bedeutung 
eines Reservematerials haben, wie wir es bei der Citronensaure fest- 
stellten, kénnen wir noch nicht beantworten, sie bedarf weiterer 
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Abb. 1. 


Untersuchungen. Es ist méglich, daB diese Séuren indirekt durch be- 
sondere Einfliisse entstehen. Wie wir aus Tabelle V ersehen, hemmt 
die Einfiihrung gréBerer Mengen NO,-Ionen die Anhaufung von 
Citronensdure, dabei verlaufen die iibrigen Prozesse scheinbar normal, 
aber gleichzeitig nehmen die Ca-Salze in Lésung zu. Erst durch 
weitere Zugabe von NO, wird der ganze ProzeB des Zuckerabbaus 
und -verbrauchs gehemmt und damit auch die weitere Entwicklung 
des Schimmelpilzes. Gleichzeitig mit der Hemmung der Citronensaure- 
anhaufung nimmt die Intensitét der Starkebildung im Schimmel- 
pilz zu. 


Es ist aber nicht ausgeschlossen, daB die physiologischen Unter- 
schiede bei den einzelnen Schimmelpilzgruppen gréBer sind. 
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Betrachten wir das Verhalten der erwahnten zwei Penicillium- 
gruppen zum Zuckerverbrauch, so kommen wir zu vorstehendem 
Schema des Zuckerverbrauchs. 


Der Vorgang des Zuckerverbrauchs der Schimmelpilze, und zwar 
sein Abbau, geht in zwei Phasen vor sich, der anaeroben (intramoleku- 
laren) und der oxydativen. 


Die erste der beiden Phasen der Zuckerspaltung (Hexose) geht 
nach dem klassischen Schema Neubergs und seiner Schule vor sich. Es 
besteht kein Zweifel, daB hier Acetaldehyd als eines der Hauptzwischen- 
produkte vorkommt, dessen Auftreten sogar bei héheren Pflanzen mit 
anaerober Atmung nachgewiesen wurde!; es ist méglich, daB hier auch 
Abweichungen vom Hauptwege vorkommen, worauf die Gegenwart der 
Hexosenderivate Gluconsiure und Zuckerséure in Aspergillus niger- 
Kulturen hinweist. 


Zwischen der ersten und zweiten Phase liegt Essigsiure, welche 
als erstes Produkt direkter Oxydation (Luftsauerstoff) bzw. als 
Resultat der Oxydoreduktionsprozesse anzusehen ist. In der zweiten 
Phase finden wir als ein Zwischenprodukt Citronen- und Oxal- 
siure. Diese zweite Phase ist noch sehr wenig untersucht, 
eigentlich k6énnen wir nur von Produkten reden, welche hier 
beobachtet wurden, wie die oben erwahnte Citronen- und Oxal- 
siure (C. Wehmer, Butkewitsch, Molliard, Currie und Thom, Bernhauer, 
Chrzaszez und Tiukow), weiter Bernstein- und Fumarsaure (Butkewitsch 
und Fedoroff). Uber Bernstein- und Fumarséure wissen wir noch 
ziemlich wenig. 


Dagegen ist die Citronensaure ein sehr haufig auftretendes Zwischen- 
produkt bei den Schimmelpilzen, dieselbe ist auch eine Zwischenstufe 
der zweiten Phase. Die Citronensaure ist auch Reservematerial bei Saure- 
anhaufern, und entsteht durch Beschleunigung des Zuckefabbaus bis 
zur Citronensiure. Der Vorgang der Reservematerialanhaéufung liegt 
bei den Saéureanhiufern auf einer anderen Linie als bei den Starke- 
bildnern. Es ist interessant zu beobachten, daB das Einfiihren von 
CaCO, in die Kulturen als Abfangmittel bei den Starkebildnern ein 
viel geringeres Anhaufen von Citronensaéure zur Folge hat als bei den 
Saureanhaufern. 


Eins der letzten Zwischenprodukte dieser Phase ist bei den Saure- 
anhaufern die Oxalsiure, sie kommt jedoch nicht bei allen Penicillien 
vor. In den Kulturen der Saureanhaufer (Penicillium X) mit 
verschiedenen Aminoverbindungen haben wir die Oxalsiure fest- 


1 C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 151, 167, 1924. 
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gestellt!. Dagegen finden wir Oxalsiure in Kulturen der Stark 
bildner sogar bei Zugabe gréBerer Mengen von Aminosaure) 
nicht. Daraus geht also hervor, daB die letzte Zwischenstufe des 
Zuckerabbaus bis zu Kohlensiure bei den Schimmelpilzen ver. 
schieden sein kann, und zwar ist es bei den Saureanhaufern di 
Oxalsaiure, dagegen sehen wir dieses Produkt bei den Starkebildnern 
noch nicht deutlich genug; jedenfalls scheint es keine Oxalsaure in 
diesem Falle zu sein. 

Unsere vorliegenden Untersuchungen zeigen auch deutlich, dati 
die Saureanhaufer sich aus Starkebildnern entwickelt haben. 


1 T. Chrzaszcz und D. Tiukow, diese Zeitschr. 218, 73, 1930. 
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Vitaminwirkung und Oberflichenaktivitat. 
Bemerkungen zu den Publikationen von N. E. Schepilewskaja. 


Von 


F.-V. v. Hahn. 


(Aus der Kolloidbiologischen Station am Eppendorfer Krankenhaus, 
Hamburg.) 


(Eingegangen am 6. Marz 1930.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Vor einem Jahre hat N. EE. Schepilewskaja in dieser Zeitschrift 
drei Mitteilungen unter obigem Titel veréffentlicht, die sich mit der 
von uns 1925 aufgestellten Theorie beschaftigen, nach welcher sich die 
Wirkung der wasserléslichen Vitamine als diejenige oberflichenaktiver 
K6rper tiberhaupt darstellt. 

Die erste Mitteilung (1) beschaftigt sich mit Versuchen, den Meer- 
schweinchenskorbut mittels vitaminfreier, oberflachenaktiver Sub- 
stanzen zu heilen; die negativen Ergebnisse werden von der Verfasserin 
selbst mit Recht als nicht beweiskraftig angesehen. 

In der zweiten Mitteilung (2) wurde ,,im allgemeinen ein Parallelis- 
mus zwischen der antiskorbutischen Wirkung der Pflanzensafte und 
ihrer Oberflachenaktivitat konstatiert*‘. 

In der dritten Mitteilung (3) wird iiber Versuche berichtet, die 
mit Kohlsaft vor und nach dem Schiitteln mit Tierkohle angestellt 
waren, und deren Ergebnis lautete: Durch die Adsorption wird zwar 
die Oberflichenspannung des Saftes auf die des Wassers zuriickgefiihrt, 
aber die Vitaminwirkung bleibt erhalten. Daraufhin schreibt Schepi- 
lewskaja: ,,Dementsprechend ist die Hahnsche Theorie gewissermaBen 
als verfriiht und jedenfalls noch einer experimentellen Begriindung 
bedirftig zu erachten“. 

Da sowohl die theoretischen Erérterungen Schepilewskajas eine 
Reihe von Fehlern enthalten, als vor allem ihre Tierversuche unbrauchbar 
sind, sei hier naiher auf ihre Darlegungen eingegangen. 

Vorausgenommen sei schon hier das Ergebnis der Tierversuche, 
die wir zur Nachpriifung der Kohlsaftversuche von Schepilewskaja 
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260 F.-V. v. Hahn: 


angestellt haben: Jn vollem Umfang hat sich der Parallelismus zwischen 
Oberflichenaktivitit und antiskorbutischer Wirkung zeigen lassen, so 
dap diese Nachpriifungen einen weiteren Beweis fiir die Richtigkeit de 
kolloidbiologischen Theorie der wasserlislichen Vitamine erbracht haben. 


I. Die theoretischen Darlegungen Schepilewkajas. 


Mit wenigen Worten soll auf die Erérterungen eingegangen werden, 
die Schepilewskaja ihren Mitteilungen vorausschickt : 

1. Es ist unrichtig zu behaupten, daB wir die Existenz der Vitamin: 
als chemisch definierter Substanzen verneinen. Unsere kolloidbiologische 
Theorie bezieht sich, wie an allen Stellen (4) ausfiihrlich dargelegt ist. 
nur auf die wasserléslichen Vitamine, also das Beriberi- und Skorbutvitamin 

2. Die Versuche Harpuders (5) stellen keinen Beweis gegen die Unter 
suchungen von Brinkman und Szent-Gyérgy (6) dar, da die letztgenannten 
Autoren die Diffusionserméglichung fiir Kolloide (z. B. Hamoglobin) durch 
oberflachenaktive Substanzen fanden, wahrend Harpuder keinen Einflui 
der oberflichenaktiven Stoffe auf die Diffusion von Kristalloiden, also 
molekulardispersen Substanzen, wie Sulfate, Phosphate und Dextrose. 
feststellte. 

3. Die Definition fiir die Einheit der Oberflichenaktivitat, Graham, 
ist von Schepilewskaja falsch wiedergegeben; 1 Graham ((th) ist nicht die 
Oberflichenaktivitat, die die Oberflichenspannung einer Lésung auf 1°,, 
erniedrigt, sondern um 1%, (7); es miissen selbstverstandlich die Werte 
von Schepilewskaja bei dieser Definition, der sie, nebenbei bemerkt, selbst 
nicht zu folgen scheint, unrichtig sein. Im iibrigen sei an dieser Stelle 
auf die neue Definition verwiesen (8), die wir infolge theoretischer Be- 
denken gegen die friihere aufgestellt haben; diese lautet: ,,1 Gh ist die 
Oberflichenaktivitaét eines gelésten Stoffes, die die Tropfenzahl seiner 
Lésung gegeniiber derjenigen des reinen Lésungsmittels um 1°, erhéht.“ 

4. Die Dichte der Fliissigkeiten ist in der Berechnung der Grahamwerte 
aus den Tropfenzahlen deshalb fortgelassen, weil die Unterschiede beim 
Vergleich von biologischen Fliissigkeiten, wie Harne, PflanzenpreBsifte usw., 
so gering sind, daB sie vollkommen in die Fehlerbreite der MeBmethode 
fallen. Man braucht die Dichte bei dem vorliegenden Zweck um so weniger 
zu beriicksichtigen, als es sich um relative und nicht absolute Werte handelt. 


II. Schepilewskajas Tierversuche im allgemeinen. 


Die vitaminfreie Grunddiit mu8 bei allen Vitaminversuchen haupt 
sachlich die Bedingung erfiillen, daB sie auBer dem zu priifenden Vitamin 
alle Bestandteile enthalt, die zum normalen (Cedeihen der Versuchstiere 
erforderlich sind. Erfiillt nun die von Schepilewskaja gewahlte Grunddiit. 
Hafer und Wasser, diese Anforderungen? Stepp (9) schreibt hieriiber: ,,Bei 
reiner Haferkost gehen die Meerschweinchen haufig an Inanition zugrunde, 
bevor sich die charakteristischen Erscheinungen entwickelt haben.“ ,,Hafer 
ist nach Mc Collum in mehrfacher Hinsicht insuffizient, nimlich sowohl i: 
bezug auf die in ihm enthaltenen EiweiSkérper, als in bezug auf Vitamin 
und anorganische Salze.‘“ 

Diese Beobachtung hatte auch Schepilewskaja machen miissen, da sie 
selbst schreibt, daB die Tiere keine Skorbutzeichen aufweisen, wenn sie, 
wie es bei ihr sehr haufig vorkommt, in der zweiten Woche nach Versuchs- 
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beginn zugrunde gingen. Negative Kontrollen, um nachzuweisen, wie sich 
die Tiere ohne Vitaminzusatz entwickeln, und positive Kontrollen, die das 
Verhalten der Tiere bei Zufiitterung einer sicheren Vitaminquelle (z. B. 
Apfelsinensaft) zeigen, fehlen bei Schepilewskaja vollstandig! Selbst 15 cem 
Riibensaft halt die Tiere bei Hafer und Wasser nur 27 bis 43 Tage am 
Leben, Mohrriiben 44 bis 52 Tage. Erst 30ccm Winterkohlsaft ergibt 
annahernd normales Wachstum wahrend 31 Tagen [diese Versuchsdauer 
ist viel zu kurz; Scheunert (10) fordert mit Recht 90 Tage als Minimum]. 
Nach unseren Erfahrungen bendétigen Tiere von etwa 400 g Schwere etwa 
14g Hafer, 25g Heu und 55ccm Wasser als Grunddiat; das sind taglich 
etwa 172 Kalorien. Die besten Tiere fressen bei Schepilewskaja durch- 
schnittlich 18 g Hafer; diese enthalten etwa 75 Kalorien. Mit Zufiitterungen 
yon 30 cem Kohlsaft, die etwa 6 Kalorien enthalten, erreicht also Schepilews- 
kaja nicht die Erganzung des Vitamingehalts allein, sondern die bessere 
Gewichtskurve entsteht dadurch, daB der Nahrwert der Diat kalorienmaBig 
erhoht wird. 

Es handelt sich also bei Schepilewskaja nicht um Vitamin-, sondern 
um Hungerversuche. WHierauf deutet vor allem auch, daB die Cewichts- 
kurven vom ersten Tage des Versuchs an abfallen. Es ist aber allgemein 
bekannt, daB bei Skorbutversuchen die Meerschweinchen zunichst eine 
gewisse Zeit an Gewicht zunehmen (je nach Alter, Rasse und duBeren 
Versuchsbedingungen 15 bis 24 Tage) und dann erst den (Cewichtssturz 
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Abb. 1. 


In der Abb. 1 sind die Gewichtskurven abgebildet, die wir an hungernden 
Meerschweinchen (linke Kurvenschar) und an skorbutkranken Tieren 
(rechte Kurvenschar) beobachtet haben; in die Mitte sind Kurven aus 
den Publikationen von Schepilewskaja gestellt. Man sieht deutlich, da® 
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diese viel mehr unseren Hungerkurven ahnlich sind als den Skorbutkurve; 
Unter letzteren befindet sich eine mit ,,J Nr. 22‘ bezeichnete Kurve, di; 
uns der Leiter des Pilzforschungsinstituts am Eppendorfer Krankenhaus, 
Herr Dr. Junker, freundlicherweise iiberlieB, damit wir zeigen kénnen, daf 
nicht nur in unserem Institut derartige Kurven regelmaBig erhalten werden 
Ubrigens zeigte neuerdings auch eine Arbeit von Tobler (11) aus Bern den 
gleichen, wohl allgemein beobachteten Kurventypus fiir das Gewicht 
skorbutkranker Meerschweinchen. 


Leider finden sich in den Schepilewskajaschen Arbeiten des fernere: 
keine ausfiihrlichen Sektionsberichte. Tiere mit Moosbeerensaft sterben 
z. B. schon nach 7 Tagen. Woran? Wenn Schepilewskaja ,,die Ergebnisse 
der Versuche nach der Lebensdauer der Tiere, dem Charakter der Gewichts 
und Appetitabnahme und den pathologisch-anatomischen Veranderungen 
bestimmt“, so ist nochmals hervorzuheben, da8 die ersten beiden Kriterien 
durch die Inanitionskomponente, die in starkstem MaBe diese Versuche 
beherrscht, bedingt sind, das letztgenannte aber zum mindesten so un 
zureichend publiziert wurde, daB eine Kritik unméglich ist. Bedenklich 
stimmt aber, wenn Schepilewskaja zu den skorbutischen Verdnderungen 
nur ,,Hamorrhagien, Briichigkeit der Knochen, Lockerung der Zahne“ 


zahilt. 


Ill. Schepilewskajas Tierversuche mit vitaminfreien, oberflichenaktiven 


Stoffen. 


Da wir aus den angefiihrten Griinden der Ansicht sind, daB die Todes 
ursache bei den meisten Meerschweinchen Schepilewskajas Inanition und 
nicht Skorbut ist, halten wir die experimentellen Ergebnisse fiir die Be- 
urteilung des Skorbutvitamingehalts fiir unzureichend. Trotzdem s0|! 
noch im einzelnen auf die bedenklichsten Stellen in den Publikationen 
Schepilewskajas hingewiesen werden. 


1. Phenolphthaleinversuche. 


Die Bestimmungen der Oberflichenspannung ,,kann man nicht als 
ganz exakt gelten lassen“ gibt Schepilewskaja selbst zu; sie fand 49,62 (:! 
(die Angabe der zweiten Dezimalstelle ist bei der Genauigkeit der Methove 
von 1 bis 2°4 doch wohl nicht gerechtfertigt!). 27,4°,iger Alkohol, zu 
dem Schepilewskaja durch Verdiinnen von 1 Teil 1%iger Phenolphthalein 
lésung in 96°, igem Alkohol mit 2,5 Teilen Wasser gelangt, hat allein 50,0 Gh. 
Wie Schepilewskaja richtig schreibt, erhdht Phenolphthalein die Graham 


nicht merklich. 


Die Angabe, da Phenolphthalein 49,62 Gh habe, ist also 


falsch; es handelt sich nur um die Graham des Alkohols, in dem das Pheno! 
phthalein gelést war. Reiner Alkohol selbst hat trotz seiner Oberflichen 
aktivitaét keine antiskorbutische Wirkung, wahrscheinlich deshalb, weil ¢: 
vom Magen aus resorbiert wird, also nicht die Permeabilitaét des Diinndarm: 
verindern kann, da er gar nicht in diesen gelangt. 


2. Magnesiumsulfat. 


Bei den meisten Tieren wurde bei der Sektion eine Enteritis fest 
gestellt. Derartige Versuche sind zum Beweis einer Skorbutvitaminwirkung 
nicht geeignet. 
zu sein. 


Skorbut scheint bei den Sektionen nicht gefunden worden 
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3. Alkohol. 


In allen Versuchen mit 3 und 4ccm absolutem Alkohol (1: 10 ver- 
diinnt verabfolgt) pro Kilogramm Kérpergewicht traten ,,Erscheinungen 
der Betrunkenheit“‘ und ,,tiefer Schlaf‘‘ auf. Uber die antiskorbutische 
Wirkung kann man aus den Versuchen nichts entnehmen, da die Tiere im 
Héchstfall 19 Tage lebten und iiber die Sektionsbefunde keine Angaben 
gemacht werden. 

4. Natriumoleat (Seife). 

Schepilewskaja beobachtete die Verzégerung des Gewichtsabfalles bis etwa 
23 Tage, ,,jedoch kann man auch dieses Resultat als eine zufallige Erscheinung 
ansehen“. Schepilewskaja redet von einer ,,bedeutenden Versuchsdauer“, da 
die Tiere bis 26 Tage lebten! Fiirwahr, eine bemerkenswerte Bescheidenheit. 


IV. Schepilewskajas Tierversuche mit Pflanzensiften. 


Unklare Angaben und bedenkliche Versuchsfiihrungen finden sich 
auch bei diesen Experimenten. 

Von den 86 Meerschweinchen, die zu diesen Versuchen verwendet 
wurden, zeigt auch nicht ein einziges einen normalen Cewichtsverlauf! 
Das beste Tier, Nr. 62 (15 ccm Winterkohlsaft), nimmt in 31 Tagen lig 
an Gewicht zu; bei einem Anfangsgewicht von 318 g miiBte nach unseren 
Erfahrungen das Tier in dieser Zeit mindestens 150 g zunehmen. 


Im einzelnen ist folgendes zu bemerken: 


1. Riibensafjt. 

Die Sektion der zwélf Tiere ergab ,,ziemlich schwach ausgepragte“ 
Skorbutsymptome. Woran starben die Tiere, die teilweise schon am elften 
Versuchstag eingingen ?| 

2. Betensafjt. 


7 von 16 Tieren hatten Lungenverinderungen. Wenn Schepilewskaja 
die Tierzahl erhéht, ,,um dadurch wenigstens einen Teil der Tiere ohne 
Lungenverainderung zu haben“, so zeigt dies deutlich die undiskutable 
Versuchsfiihrung. Von 645 Tieren, die in der Kolloidbiologischen Station 
zwischen 1. August 1929 und 31. Januar 1930 zur Sektion kamen, wiesen 
sieben Lungenveranderungen auf. 


3. Moosbeersafjt. 

Teilweise Tod nach 7 Tagen; fiinf Tiere fressen bereits nach 5 Tagen 
keinen Hafer mehr; ein Tier lebte 34 Tage, zuletzt fast ohne Hafer zu 
fressen, es ,,lebte anscheinend hauptsichlich von der ihm taglich ver- 
abreichten Zuckermenge von 7,5 g*‘; das sind 31 Kalorien. 


4. Rettichsajt. 

7 von 15 Tieren zeigten stark ausgeprigte Skorbutsymptome, dabei 
war es gleichgiiltig, ob die Tiere 2, 5 oder 15cem erhielten. In einigen 
Fallen wurde eine starke Hyperimie der DarmgefiBe beobachtet, also 
wiederum interkurrent erkrankte Tiere! 


5. Kohlsaft. 
Die Tiere hatten zwischen 260 und 505g Anfangsgewicht. Mit 3 und 5cem 
Saft lebten Tiere bis etwa 70 Tage, andere starben mit der gleichen Menge aber 
schon nach 12 Tagen. Derartige Versuche sind als miBlungen zu bezeichnen. 
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VY. Eigene Untersuchungen iiber die Einwirkung der Adsorption auf Ober- 
flachenaktivitat und Vitamingehalt von Kohisaft. 


(Zum Teil nach Versuchen von Fraulein Guja Winckel.) 
1. Einleitung. 

In ihrer dritten Mitteilung hat Schepilewskaja iiber ibre Versuch« 
berichtet, durch Adsorption die Oberflachenaktivitat und den Vitamin- 
gehalt des Kohlsaftes zu beeinflussen. Sie kam zu dem Ergebnis, 
daB wohl die Oberflachenaktivitét auf Null absinkt, da%$ hingegen 
der Vitamingehalt erhalten bleibt, und folgert daraus, daB unsere 
kolloidbiologische Theorie der wasserléslichen Vitamine falsch sei. 


2. Fehler der Schepilewskajaschen Versuche. 


Der Hauptfehler der Schepilewskajaschen Experimente ist neben 
den erwaihnten Unzulanglichkeiten der Versuchsfiihrung vor allem 
der Umstand, daB sie viel zu groBbe Saftmengen verabreicht. Auch 
wir haben mit Mengen von 16 und 8 g, bei Versuchen die 91 Tage lang 
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fortgefiihrt wurden, keine Unterschiede zwischen unbehandeltem 
und adsorbiertem Saft gesehen. Hieriiber gibt Abb. 2 Auskunft (s. unten). 


3. Unsere Versuchsmethodik. 

Die Versuchsmethodik ist an anderer Stelle (12) ausfiihrlich be- 
schrieben; hier sei nur hervorgehoben, daB die Meerschweinchen von 
270 bis 330 g Anfangsgewicht Heu, Hafer und Wasser als Grunddiat 
erhielten. Es wurden jedem Tiere taglich 20 g Heu und 15 g ungeschilter 
Hafer zugewogen und der Riickstand tags darauf bestimmt. Vor Beginn 
des Versuchs wurden die Tiere 15 Tage in Vorbereitung gehalten; 
wihrend dieser Zeit bekamen sie zu dem erwahnten Grundfutter 
3cem Citronensaft taglich und nahmen pro Tag durchschnittlich 
175°, des Anfangsgewichtes zu. Aus 76 Vorbereitungstieren wurden 
28 fiir die nun zu beschreibenden Versuche ausgewahlt, die méglichst 
gleichen Verlauf der Gewichtskurve zeigten. 


4. Herstellung des Saftes. 

Der WeiBkohlsaft wurde in einer Saftmaschine taglich frisch 
susgepreBt und durch 20 Minuten langes Zentrifugieren geklart. Die 
\dsorption wurde so vorgenommen, da 80 ccm Saft mit 8 g Carbo 
medicinalis Merck 100mal durchgeschiittelt wurde, worauf durch ein 
Faltenfilter (Schleicher & Schiill, Nr. 605 hart; Durchmesser 18), cm) 
filtriert wurde. Ein Teil des Saftes wurde stalagmometriert, der Rest 
mit der Pipette, ohne jede Anwendung von ZwangsmaBnahmen, ver- 
fiittert. Da die Tiere an diese Art der Nahrungsaufnahme wahrend 
der Vorbereitungszeit allmahlich gewéhnt worden waren, machte 
diese Applikationsmethode keine Schwierigkeiten. Die Menge von 
l6ccm wurde in zwei Portionen, friih und abends, verabreicht, die 
geringeren Mengen auf einmal. 


5. Kontrolitiere. 

Selbstverstandlich iberzeugten wir uns durch zahlreiche Kontroll- 
tiere, daB das Grundfutter vitaminfrei war; diese Meerschweinchen 
bekamen, um ihnen die gleichen, durch das Pipettieren bedingten 
Unannehmlichkeiten zu bereiten, wie den Versuchstieren, taglich 
|!cem Wasser mit der Pipette verabreicht. Eine sogenannte positive 
Kontrolle sollte erweisen, wie sich die Tiere verhalten, wenn sie aus- 
reichend Skorbutvitamin erhalten; diese Kontrolltiere erhielten taglich 
leem frisch gepreBten Citronensaft. 


6. Versuche mit 16 und 8ccem Kohlsaft. 


Die Abb. 2 ist nun so gezeichnet, daB aus den Gewichtskurven 
der jeweils gleich gefiitterten Tiere der Durchschnitt gebildet wurde. 
Der Ubersichtlichkeit wegen wurde nicht der Durchschnitt der taglichen 
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Wagungen, sondern derjenige von jedem sechsten Tage eingezeichnet. 
In das gleiche Koordinatensystem ist die Oberflichenaktivitat des 
unbehandelten und des adsorbierten Saftes (letztere der Deutlichkeit 
wegen in einem gréBeren MaBstab) eingetragen; man sieht, da der 
erstere im Durchschnitt 18 Gh, der adsorbierte Saft 1,6 Gh zeigt. 
Da zwischen den Kurven fiir die mit 16 und 8 ccm unbehandeltem 
und adsorbiertem Saft gefiitterten Tiere kein Unterschied besteht 
und diese gleich verlaufen mit denjenigen der positiven Kontrolle, 
ist anzunehmen, da®B die einer Oberflachenaktivitat von 1,6 Gh ent- 
sprechende Vitaminmenge geniigt, um die Meerschweinchen bei diesen 
hohen Dosen gesund zu erhalten. 

Sektionsbericht. Die Tiere der positiven Kontrolle, sowie simtliche mit 
Kohlsaft, unbehandeltem und adsorbiertem, gefiitterten Meerschweinchen 
zeigten keinerlei fiir Skorbut sprechende Symptome. Dagegen boten die 
negativen Kontrollen das iibliche Bild; z. B. ergibt der Sektionsbericht 
fiir Tier Nr. 1850: Briichigkeit der Epiphysen, Tibia und Rippen; wenig 
subkutane, starke intramuskulire Blutungen; Haimatome im Mark beider 
Nebennieren; briichiger und etwas poréser Unterkiefer. 


7. Versuche mit 2 ccm Kohlsafjt. 


Anders liegen die Verhiltnisse bereits bei Tieren, die taglich 2 ccm 
WeiBkohlsaft erhalten. Wie Abb.3 zeigt, lauft die Gewichtskurve 
fiir die mit unbehandeltem und adsorbiertem Saft gefiitterten Tiere 
zunachst etwa gleich; auch die mit adsorbiertem Saft gefiitterten 
Tiere nehmen 76 Tage lang, wenn auch allmahlich immer geringer, 
zu. Dann aber beginnt das Gewicht bei diesen Tieren abzufallen 
durchschnittlich am 128. Tage sterben die Tiere; nur ein einziges lebt 
weiter bis zum 160. Tage, an dem der Versuch abgebrochen wird 
Wir nehmen an, daB dies darauf zuriickzufiihren ist, da der Saft des 
im Winter kauflichen WeiBkohls durch die Adsorption nicht melir 
so weit in seiner Oberflichenaktivitaét herabgedriickt werden kann, 
wie der Sommer- und Herbstkohlsaft. Das Tier Nr. 1794, das bei 
geniigenden Kraften diese Zeit erlebte, profitierte von dieser Tatsache 
und blieb am Leben. Allerdings zeigte dieses Tier Nr. 1794 bei der 
Sektion die gleichen schweren Skorbutsymptome, wie die um den 
128. Tag gestorbenen. Am 13. Januar, d.h. am 135. Versuchstag, 
wurde je ein Tier der beiden Serien photographiert. Man sieht aus der 
Aufnahme, die als Abb. 4 wiedergegeben ist, sehr deutlich den Unter. 
schied zwischen dem links sitzenden Tiere, das mit 2 com unbehandeltem 
Kohlsaft, und dem rechts sitzenden Tiere, das mit der gleichen Menge 
adsorbiertem Kohlsaft gefiittert wurde. Bemerkenswert ist bei letzterem 
vor allem die Haltung der Hinterbeine; infolge von Hamatomen in 
Sprung- und Kniegelenken kann das Tier die Beine nicht mehr in 
normaler Weise anziehen. 
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Sektionsbericht. Die Tiere der positiven Kontrolle waren frei vo 
Skorbutsymptomen. Die mit 2cem unbehandeltem Kohlsaft gefiittert: 
Tiere hatten ebenfalls keine Symptome, die auf Skorbut deuten. 

Dagegen zeigten die mit 2cem adsorbiertem Kohlsaft gefiittert: 
Tiere schwere Verainderungen. Z. B. Nr. 1844, das am 31. Dezember 1929 
starb, bot folgendes Bild: In der Rinde der rechten Nebenniere zwei hirs 
korngroBbe Blutungen; die Epiphysen, vor allem der Tibia, sind stark ver 
dickt und sehr briichig; schwacher skorbutischer Rosenkranz an de: 
Knochenknorpelgrenze der Rippen; die groBen Réhrenknochen sind mit 
einem von Blutungen durchsetzten Mark gefiillt; vom Knie bis zur Fers: 
finden sich starke, teilweise in Resorption befindliche altere Blutungen, 
ganz besonders in der Wadenmuskulatur; der Unterkiefer ist etwas briichig, 
die Zahne sind fest. Das schon erwaihnte Tier 1794, das bis zum Abbruch 
des Versuchs lebte, bot folgende Befunde: In der rechten Kniegegend 
fand sich auf der Innenseite des Beines eine fingernagelgroBe, tiefgehende, 
in Resorption befindliche Blutung; auf der AuBenseite einige punktférmige, 
ganz frische Blutungen; am linken Hinterbein fand sich im Oberschenke! 
eine etwa lL qem groBe schwarze, in Resorption befindliche Blutung, in 
der Wadenmuskulatur beider Beine waren punktf6rmige frische Blutungen 
festzustellen; auch an den Rippen befanden sich Hamatome, die Rippen 
selbst sind stark briichig; an den vorderen Extremitiaten fanden sich bis 
zur Achselhéhle reichend starke Odeme. Es handelt sich also um einen 
alten, mittelschweren bis schweren Skorbut. 

Aus diesen Versuchen geht also bereits schlagend hervor, dab 
durch die Adsorption nicht nur die Oberflichenaktivitat, sondern 
in gleicher Weise die Skorbutvitaminwirkung herabgedriickt wird. 


8. Versuche mit I und 0,5 com Kohlsajt. 

Auf Grund dieses Ergebnisses wurden am 10. Oktober 1929 neue 
Versuche begonnen, bei denen Meerschweinchen von 225 bis 275 ¢ 
Anfangsgewicht nur 1g bzw. 0,5 g Weibkohlsaft erhielten. Aus der 
Abb. 5, die die Gewichtskurven fiir diese Tiere zeigt, ersieht man 
folgendes: 

Negative Kontrolltiere: 16 Tage lang nehmen die Tiere an Gewicht 
zu, fallen dann ab und gehen durchschnittlich am 35. Versuchstag 
zugrunde. 

Positive Kontrolltiere: Diese Tiere nehmen bis zum Abbruch des 
Versuchs am 113. Versuchstag gleichmaBbig zu. 

Ieem unbehandelter Saft: Die Tiere nehmen bis zum Abbruch 
des Versuchs an Gewicht zu. Nach einem gleichmaBigen, starken 
Anstieg innerhalb 65 Tagen (etwa 80°.) wird die Gewichtszunahme 
schwacher (in den iibrigbleibenden 53 Tagen 18°,, bezogen auf das 
Anfangsgewicht). 

1cem adsorbierter Saft: Die Tiere nehmen 30 Tage lang schwac! 
an Gewicht zu (etwa 22°,), fallen dann allmahlich in ihrem Gewicht 


ab und gehen durchschnittlich am 88. Versuchstag zugrunde. 
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0,5 ccm unbehandelter Saft: Etwa 25 Tage lang nehmen die Tiere 

in Gewicht gut zu (etwa 30°). Unter allmahlichem Gewichtsabfall 

veht ein Versuchstier am 81. Versuchstag ein, waihrend andere, fast 

inter Erhaltung ihres Gewichtes, bis zum Abbruch der Versuche 
am Leben bleiben. 

0,5 ccm adsorbierter Saft: Die Tiere nehmen etwa 20 Tage an 

Gewicht zu (etwa 17°.) und gehen unter rapidem Gewichtsabfall 


zwischen dem 54. und 57. Versuchstag zugrunde. 
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Sektionsbericht. Die Tiere der positiven Kontrolle zeigen keinerle 
pathologische Befunde. Die negativen Kontrolltiere haben das_ iiblich: 
Aussehen. 

Die mit leem unbehandeltem Kohlsaft gefiitterten Meerschweinche: 
zeigen keine Anzeichen ausgeprigten Skorbuts; lediglich leichte An 
deutungen von Léchern im Unterkiefer an der Stelle der Zahnwurze! 
spitzen weisen darauf hin, daB die Tiere nicht absolut normal sind. 

Dagegen zeigen die mit 1 cem adsorbiertem Kohlsaft gefiitterten Tier 
alle Anzeichen schwersten Skorbuts. Die Epiphysen der groBen Réhren 
knochen sind sehr briichig, auch die Knochen des Beckengiirtels frakturieren 
schon bei der Beriihrung. In der Muskulatur der hinteren Extremititen 
finden sich Hamatome, so z. B. bei Tier Nr. 1946 unterhalb des linken 
Knies eine erbsengroBe dunkelrote und eine etwas kleinere frische Blutung 
Die mittleren Rippen sind durchweg blutig tingiert. Die Nebennieren 
zeigen in ihrem Mark mehrere punktfé6rmige Blutungen. Die Zihne sitzen 
lose in dem sehr briichigen, teilweise verdickten Unterkiefer. Die Blut 
untersuchung des Mageninhalts ergab 

Die mit 0,5cem unbehandeltem Kohlsaft gefiitterten Tiere hatten 
leichte Skorbutsymptome. Die Epiphysen der groBen Réhrenknochen sind 
etwas verdickt. In der linken Kniegegend bei Tier Nr. 1986 findet sich 
eine stecknadelkopfgroBe, in Resorption befindliche Blutung. Die Zahne 
sitzen bei allen Tieren fest in normal festen Kiefern. Die Nebennieren 
zeigen keine pathologischen Befunde. 

Dagegen weisen die mit 0,5cem adsorbiertem Kohlsaft gefiitterten 
Tiere wiederum alle Anzeichen schweren Skorbuts auf. Die Nebennieren 
haben punktférmige Blutungen. Die Unterkiefer, in denen die Zahne 
teilweise lose sitzen, sind briichig, ausgefrast und rissig. In der Muskulatur 
finden sich besonders in den Extremitaten starke Blutungen, die teilweise 
schon alt, teilweise ganz frisch sind. An den Epiphysen sind die groBen 
Roéhrenknochen stark briichig; an der Knochenknorpelgrenze der Rippen 
findet sich ein skorbutischer Rosenkranz; die Intercostalmuskulatur ist 
blutdurchsetzt. Es handelt sich also bei diesen Tieren um schweren Skorbut. 


9. Zusammenfassung der eigenen Versuche. 


Aus diesen Versuchen geht klar und deutlich hervor, daB durch 
die Adsorption mit 10°, Carbo medicinalis Merck der Weibkohlsaft 
nicht nur seine Oberflachenaktivitat, sondern gleichzeitig auch seinen 
Skorbutvitamingehalt verliert. 


VI. Zusammenfassung. 


In den drei Mitteilungen von N. EF. Schepilewskaja iiber den Zu- 
sammenhang zwischen Oberflachenaktivitat und Vitaminwirkung, 
mittels deren die Autorin zu beweisen glaubt, da unsere 1925 auf- 
gestellte kolloidbiologische Theorie der Wirkungsweise wasserlislicher 
Vitamine nicht stichhaltig sei, finden sich eine Reihe theoretischer 
Fehler. 


AuBerdem sind aber hauptsachlich die Tierversuche so angestellt, 
daB die Avitaminosesymptome von Erscheinungen der Inanitior 
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stark tiberlagert werden. Keines der Versuchstiere Schepilewskajas 
zeigt eine normale Wachstumskurve, da die gewahlte Hafer-Wasserk ost 
als Grunddiat unzureichend ist. 

Bei richtiger Versuchsfiihrung ergibt sich in unseren zur Nach- 
prifung angestellten Tierversuchen, daB bei richtiger Dosierung der 
Kohlsaftmenge der Abfall der Vitaminwirkung in Parallele mit dem- 
jenigen der Oberflachenaktivitat durch die Adsorption einwandfrei 
nachgewiesen werden kann. Diese Ergebnisse sind eine weitere Stiitze 
fiir unsere Ansicht, die dahin zusammengefaBt werden kann, daB das 
Skorbutvitamin kein chemisch definierter Kérper ist, wie etwa das 
Rachitisvitamin, sondern daBs die als’ ,,vitaminreich** bekannten 
Nahrungsmittel vermége ihrer Oberflachenaktivitat vitaminoid wirken. 


Literatur. 
1) N. E. Schepilewskaja, diese Zeitschr. 204, 371, 1929. 2) Dieselbe, 
ebendaselbst 208, 334, 1929. 3) Dieselbe, ebendaselbst 210, 334, 1929. 


4) F.-V.v. Hahn, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 208, 732, 745, 1925; 
Kolloid-Zeitschr. 36, 271, 1925; Deutsch. med. Wochenschr. 52, 1300, 


1926; Verh. d. Naturw. Ges. Hamburg, 4. Folge, 3, 11. 5) K. Harpuder, 
diese Zeitschr. 169, 308, 1926. — 6) R. Bringman und A. v. Szent-Gydrq yi, 
ebendaselbst 139, 261, 270, 1923. 7) F.-V.v. Hahn, ebendaselbst 178, 
245, 1926; Kolloid-Zeitschr. 38, 136, 1926. 8) Derselbe, diese Zeitschr. 
215, 106, 1929; Arbeitsphysiol. 2, 298, 1929. 9) W. Stepp in Stepp und 
Gyérgy, Die Avitaminosen, 8.80. Berlin, Springer, 1928. — 10) A. Scheunert, 
nach freundlicher persénlicher Mitteilung, Marz 1929. — 11) W. Tobler, 
Schweiz. med. Wochenschr. 59, 1052, 1929. 12) F.-V.v. Hahn, Zeitschr. 


f. Unters. d. Lebensmittel 59, 9, 1930. 








Kinflu6bB von Salzen auf die Titigkeit der Malzkatalase. VY. 


Von 
M. ©. Charmandarjan und A. W. Tjutjunnikowa. 


(Aus dem anorganisch-chemischen Laboratorium des landwirtschaftlichen 
Forschungsinstituts in Charkow.) 
(Eingegangen am 23. Mdrz 1930.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


In der vorhergehenden Arbeit! erforschten wir den EinfluB det 
Salze auf die Katalase des Malzes nach zwei Richtungen hin: in einem 
Teil der Versuche wurde vor Zusatz des H,O, zum wiasserigen Extrakt 
eine entsprechende Salzlésung hinzugefiigt, im anderen wurde die 
Extraktion mit einer aus dem einen oder dem anderen Salz her- 
gestellten Lésung ausgefiihrt. Bei dem Jetztgenannten Verfahren gingen 
wir von der Voraussetzung aus, daB der EinfluB des Salzes auf das 
kolloide System zu seiner Auswirkung eines gewissen Zeitraumes be- 
darf, und daB es uns auf dem von uns eingeschlagenen Wege gelingen 
kénnte, der Frage nach der Wirkung der Salze auf die Tatigkeit der 
Fermente naherzukommen. 


Diese Frage ist von zahlreichen Forschern untersucht worden, wobei 
manche von ihnen auch die Konzentration der Wasserstoffionen in Rechnung 
zogen, wahrend andere sie unberiicksichtigt lieBen. In den mit isolierter 
tierischer Katalase ausgefiihrten Arbeiten von Michaelis und Pechstein?, wie 
auch in denjenigen von Smirnow und Alissowa*, die pflanzliche Katalase 
verwandten, ist der neue Faktor, die H’-Konzentration, beriicksichtigt 
worden. Die ersterwihnten Autoren kamen auf Grund ihrer Versuch 
zu dem SchluB, daB als die Aktivitat der Katalase forderndes Moment di 
undissoziierten Molekiile und die Anionen aufzufassen seien, die hemmen«: 
Wirkung der Salze dagegen auf die chemischen Verbindungen der Anionen 
der Katalase und die Kationen der Salze zuriickzufiihren waren. Di 
Dissoziation der zustande gekommenen Verbindungen sei um so geringer, 
je schwacher die Base ist, wodurch ein Teil der Anionen inaktiv wird, und 
zwar ist dieser Teil um so gr6éBer, eine je héhere Valenz die Kationen by 


 Charmandarjan und Tjutjunnikowa, diese Zeitschr. 221, 273, 1930. 
2 Michaelis und H. Pechstein, ebendaselbst 53, 320, 1913. 
3 Smirnow und S. Alissowa, ebendaselbst 149, 63, 1924. 
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zen. Die beiden anderen Autoren sind der Ansicht, daB die Loewsche 
Theorie fiir die hemmende Wirkung der Salzkationen auf die pflanzliche 
Katalase anwendbar sei. Indem sie die Katalase als ampholytisches Eiweils 
viffassen, wobei sie die H’-Konzentration in ihren Versuchen mit Kat- 
ionen in Betracht ziehen, sehen sie die Ladung der Katalase als negatiy 
an. Die negativ geladenen Katalaseteilchen vermégen mit den Kationen 
der Salze zu reagieren, wobei sich eine Herabsetzung der physikalischen 
Kigenschaften der kolloiden Katalaselésung ergibt, deren Grad von der 
Valenz des Kations abhangig ist. Hinsichtlich der Wirkung der Anionen 
beschranken sich die Autoren auf die Angabe einer Reihe von Anionen, die 
bei beiden iibereinstimmen und die entsprechend dem Grade ihrer die 
Katalase hemmenden Wirkung geordnet sind. In diesem Falle erkennen 
Smirnow und Alissowa den unmittelbaren EinfluB der Anionen auf die 
Katalase an, ihre hemmende Tatigkeit bringen sie mit der Wechselwirkung 
zwischen den Anionen und dem die kolloide Fermentlésung enthaltenden 
Substrat in Zusammenhang. Dieselben Autoren geben zu, da®B die nach 
Zusatz der Salzl6sung zum Extrakt eintretende Verainderung des py so 
geringfiigig ist, daB sie damit kaum die hemmende Wirkung, insbesondere 
der zweiwertigen Kationen, noch weniger der Anionen zu erkliren ver- 
mogen. Die Versuchsergebnisse unserer ersten Arbeit! gestatten die 
Annahme, da®B der EinfluB der Salze auf die Tatigkeit der Katalase nicht 
nur mit der H’-Konzentration zusammenhangt, sondern daB hierbei eine 
ganze Reihe von Faktoren mitspricht, die nicht nur auf das Ferment selbst 
und sein Medium, sondern auch auf die Natur der Salze zuriickzufiihren 
sind. Darauf deutet auch die von uns gemachte Wahrnehmung, dai bei 
manchen Konzentrationen der Na’-, NH,-, Mn’- und NO/-lIonen anstatt 
der Hemmung eine gewisse Aktivierung der Katalase auftritt. 

In einer unserer? ersten, die Malzkatalase betreffenden Arbeiten 
wiesen wir darauf hin, daB die Fermente sich als polydisperse, an ein 
bestimmtes Medium (Puffer) gebundenes System erweisen. Jede in 
diesem komplizierten System vor sich gehende Umstimmung zieht 
nicht nur eine Verainderung der Dispersitét der kolloiden Ferment- 
teilchen nach sich, sondern kann auch deren physiko-chemische Natur 
umwandeln. Letzteres fiihrt zu einer Herabsetzung der spezifischen 
Tatigkeit des Ferments in der jeweiligen katalytischen Reaktion; dafiir 
aber gewinnt es die Fahigkeit, in einer neuen Reaktion als Katalysator 
zu wirken. Andererseits wird aus den in denselben Arbeiten erzielten 
sefunden ersichtlich, daB der ProzeB des In-Lésung-gehens der Kata- 
lase mit dem ihrer Koagulation einhergeht. Die gleiche Erscheinung 
steht naturgemaB in dem Falle zu erwarten, wenn die Gewinnung 
des Extraktes oder aber die H,O,-Zersetzung vermittelst der Katalase 
sich in Gegenwart eines beliebigen Salzes vollzieht. Auch hier sehen wir 
die hemmende Wirkung des Salzes mit einer Koagulation, die aktivierende 
mit einer Peptisation einhergehen. Selbstredend wird sowohl der eine 


1 M.Charmandarjan und A. Tjutjunnikowa, diese Zeitschr. 
273, 1930. 
2 M. Charmandarjan, ebendaselbst 204, 389, 1929; 207, 462, 1929. 
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ils auch der andere ProzeB von der Konzentration des Salzes wie auch 
von dessen Natur beeinflubt. Wenn wir es mit einem so komplizierten 
Objekt zu tun haben, wie es der Extrakt ist, und wenn wir die Mannig- 
faltigkeit der auf den ProzeB der katalytischen H,0O,-Zersetzung ein- 
wirkenden Faktoren ins Auge fassen, so fallt es auBerordentlich schwer, 
die in solch einem Kolloidsystem zu erwartende Periodizitat der Salz- 
wirkung in Abhangigkeit von der Konzentration festzustellen. Alles 
dies veranlaBte uns, nachdem wir Erfahrungen iiber die Wirkung der 
Salze auf die Tatigkeit der Katalase gesammelt hatten, die Versuchs- 
anordnung ein wenig zu modifizieren. Eine bestimmte Menge Malz 
0,2 g) wurde (im Kontrollversuch) mit 20 cem Wasser iibergossen, 
oder aber mit dem gleichen Volumen einer entsprechenden Salzlésung. 
Dem erhaltenen Gemisch wurden entweder sofort oder aber nach zwei- 
stiindigem Stehen desselben 5 ccm 1 °,iges H,O, zugesetzt. Im iibrigen 
wurde dieselbe Methodik beibehalten wie in der vorhergehenden Arbeit. 
Als Kationen verwandten wir NH,, Na, Mg , Ca’, Zn’, Mn, Fe , 
als Anionen Cl’, SO;, NO,, PO;', COJ. Hinsichtlich der Konzentration 
der verwandten Salze muBten einerseits die natirlichen Bedingungen 
der Katalasetatigkeit in Betracht gezogen werden, wie auch der 
Gehalt der betreffenden Einwage an Aschebestandteilen, woraus sich 
dann auch die starken, bis m/10485760 gehenden Verdiinnungen er- 
gaben, die das Ziel verfolgten, die Salzkontrationen denen des Malzes 
anzunahern. Andererseits war es wiinschenswert, die Grenzen der 
Salzverdiinnung festzustellen, bei welchen deren Einwirkung auf die 
Tatigkeit der Katalase aufgehoben erscheint, wie auch, ob in einem 
so ausgedehnten Intervall von Konzentrationen sich eine periodische 
Wirksamkeit der Salze sowohl im Sinne einer Hemmung, wie auch 
einer Aktivierung der Katalase wahrnehmen laBt. Die Resultate der 
Kationenwirkung sind in Tabelle I und II, Abb. 1, 2 und 3 nieder- 
gelegt. ‘ 
Die Chlorzinkversuche mit zweistiindigem Stehenlassen wurden 
aus Mangel an Material nicht mit allen Konzentrationen durchgefiihrt, 
so daB wir uns in den Grenzen zwischen m/20 bis m/1280 halten 
muBten. Eine ganze Versuchsserie wurde mit frisch zubereitetem Malz 
ausgefiihrt, nur um die Art seiner Wirkung auf die Katalase zu ver- 
folgen und festzustellen, ob in diesem Falle Analogie mit anderen 
Salzen wahrscheinlich ist. 

Hier wie auch in der vorhergehenden Arbeit konstatierten wir 
Chereinstimmung unserer Befunde mit denjenigen von Smirnow und 
Alissowa, namlich, daB die hemmende Wirkung der zweiwertigen 
lonen eine starker ausgesprochene ist als die der einwertigen. Die ge- 
wonnenen Werte lassen sogar eine gewisse Abhangigkeit vom Atom- 
gewicht der zur Anwendung gelangenden Kationen wahrnehmen, und 
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zwar sehen wir bei steigendem Atomgewicht derselben einen Ansticy 
ihrer hemmenden Tatigkeit, so daB sie sich entsprechend der Zunahnie 
ihrer Wirkung auf die Katalase in einer bestimmten Reihenfolge ordne: 
lassen, wobei die N H,-Ionen 
eine Mittelstellung zwischen 
denen des Na’ und Mg’ ein- 
nehmen: 


770 


Na < Mg < Ca < Mn < Zn. 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Bei vergleichender Gegeniiberstellung der Nullversuche und der- 
jenigen mit zweistiindigem Stehen ergeben die ersteren in allen Konzen- 
trationen der NH,-, Na-, Mg -Ionen niedrigere Werte. Eine Mittel- 
stellung nehmen hier die Ca -Ionen ein; jetzt wird aber schon die 
umgekehrte Erscheinung beobachtet: die Ziffern der zweistiindigen Ver 
suche sind kleiner als die des Nullversuchs, was besonders deutlich bei 
Mn’ und Zn’ ins Auge fallt. Die Kurven des ersten Versuchs streben von 
einer gewissen Konzentration an, einander méglichst nahe zu kommen, 
was bei der zweiten Versuchsserie nicht der Fall ist. Die Na-Ionen 
weisen fiir saimtliche Konzentrationen in beiden Versuchsserien eine 
aktivierende Wirkung auf, wie wir sie auch in der vorhergehenden 
Arbeit konstatierten. In bezug auf die NH,-Ionen lieB sich in den 
ersten Versuchen nichts Derartiges nachweisen, dagegen ergaben dic 
Versuche der zweiten Reihe eine recht betrachtliche Aktivierung 
der Katalase. Eine verhaltnismaBig geringere stimulierende Wir- 
kung entfalten in allen Versuchen die Mg -Ionen. Ein etwas von 


der 
une 
nin 
hoc 
laB 
ty} 
ver 
AN 

Zif 
ib 
ers 
gre 
Ar 
Vol 
det 
be 
gel 
vel 
ein 


gel 
ist 

he 
zie 
erf 
all 
be 


we 


Be 
mi 
de 
au 


er! 


Mr 








stiey 
ahme 
dnen 


VESTED 


der- 
zen- 
ttel- 
die 
Ver- 
| bei 
von 
nen, 
men 
eine 
den 
den 
die 
ung 
Vir- 


von 





EinfluB von Salzen auf die Tatigkeit der Malzkatalase. V. 277 


dem vorhergehenden abweichendes Verhalten beobachten wir an Mn™ 
und Zn’, waihrend das Ca’ eine ausgesprochene Sonderstellung ein- 
nimmt. Die Mn’- und Zn -Ionen rufen bei héheren Konzentrationen 
hochgradige Hemmung hervor, und nur bei niedrigen Konzentrationen 
lat das Mn’ sowohl in dem einen als auch in dem anderen Versuchs- 
typus eine unbedeutende Aktivierung wahrnehmen. Die Zweistunden- 
versuche mit Zn” weisen bei Verwendung frischen Malzes im Vergleich 
zu den mit alterem Malz ausgefiihrten um ein Mehriaches héhere 
Ziffern auf. Die aktivierende Tatigkeit niedriger Zn Cl,-Konzentrationen 
iibersteigt 135°, um ein bedeutendes. Aus dem Vorstehenden wird 
ersichtlich, daB die Wirkung des Salzes je nach dem Alter des Malzes 
groBen Schwankungen unterworfen ist. Die in der vorhergehenden 
Arbeit! festgestellten Befunde lieBen im zermahlenen Malz fortlaufend 
vor sich gehende Prozesse erkennen, die mit einem periodisch auftreten- 
den Anstieg und Abfall der Katalase einhergingen. Langeres Auf- 
bewahren des Malzes fiihrt zu starker Verminderung seines Katalase- 
gehaltes, was die bei altem Malz sich ergebenden niedrigen Ziffern 
verstandlich macht; jedoch ware zur Erklirung dieser Tatsache auch 
ein zufailliges Zusammentreffen des Versuchs mit einer Periode des 
Katalaseabfalls nicht von der Hand zu weisen. 


Die Ca -Ionen ergeben in beiden Versuchstypen nur eine ganz 
geringfiigige Aktivierung, wenn eine solche tiberhaupt festzustellen 
ist. Die Calciumionen kénnen in diesem Falle als die Katalase 
hemmend aufgefaBt werden, oder aber es kénnten auch zur Er- 
zielung der aktivierenden Tatigkeit noch stirkere Verdiinnungen 
erforderlich sein als die in Anwendung gebrachten. Hinsichtlich der 
allgemeinen Charakteristik der Kurven mu8 das fiir alle Kationen 
beobachtete Auftreten mehrerer Maxima und Minima hervorgehoben 
werden. 


In Tabelle II sehen wir die zahlenmaBige Wiedergabe unserer 
Befunde, die dartun, welche Grenzwerte die Verdiinnungen erreichen 
miissen, damit die Tatigkeit der Katalase in Gegenwart von Salzen 
derjenigen ohne Salze naherkommt. Die Versuche wurden mit MnCl, 
ausgefiihrt und sie ergaben, dab die extremsten von uns angewandten 
Verdiinnungen noch 356mal verdiinnt werden muBten, um 100°, zu 
erreichen. 





Tabelle II. 
1 2 3 4 a 6 7 8 
MnCl, . . 119,04 107,13 107,13) 102,9 108,33 101,19 100 100 


1 M.O.Charmandarjan, diese Zeitschr. 207, 472, 1929. 
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Der EinfluB der Eisenionen auf die aktivierende Tatigkeit d: 
Katalase ist durchaus verscbieden von derjenigen aller iibrigen Katione 
Die Eisenionen zersetzen an und fiir sich H,O,, was sich auch in cd 
Eigenart der gewonnenen Kurve und des Zahlenmaterials geltend mach 
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Tabelle 111. 
a: 0,2g Malz + 20cem FeCl,-Lésung + 5cem 1° ,iges H,O,; 6: 20 cen 
FeCl,-Lésung + 5ccm 1° iges H,QO,. 





m/20 — > 


a 106,0; 92,9; 87,2; 95,7 72,0) 24,2 5,7 
b 123.7 113.3 1095 1066 1024 896 583 
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—> m 104857 


a 47,4 588 796 83,8 986 981 943 1009 1005 98.1 


h Re ag es aay tae ia mpm ca 


Hier wie auch in der ersten Arbeit zerfallt die Kurve gewisser- 
maBen in zwei Teile, von denen der erste sich auf die hemmende Tatigkeit 
des Malzes dem Eisenchlorid gegeniiber bezieht, der zweite umgekehrt 
auf die Wirkung der Fe -Ionen auf die Katalase. Anfanglich weist 
die Kurve einen geringeren Abfall auf, es laBt sich sogar ein gewisse1 
Anstieg beobachten, diesem folgt im weiteren Verlauf ein scharfer 
Abfall, fast bis auf Null, worauf jedoch ein ebenso krasser Anstieg 
auftritt, und erst bei schwicheren Konzentrationen nimmt die 
Kurve einen gleichmaBigeren Verlauf und nahert sich 100°,. Das 
Minimum der Kurve a stimmt beinahe véllig mit dem des reinen 
FeCl, tiberein; bei diesem Punkt vermag letzteres nicht mehr H,0, 
zu zersetzen, und von dieser etwa m/5120 entsprechenden Konzentration 
an biBt das FeCl, seine katalytische Wirksamkeit ein, wahrend die 
hemmende Kraft in einem recht weiten Intervall erhalten bleibt und 
die Kurve erst bei den letzten Konzentrationen dem Nullpunkt nahe 
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kommt. In der Literatur finden wir hinsichtlich der Beeinflussung d: 

Katalase durch FeCl, widersprechende Angaben: wahrend Durhan 

eine férdernde Wirkung des letzteren konstatiert, wirkt es nach Favre? 
hemmend auf die Tatigkeit des Ferments ein. Letzterer erzielte lx 

seinen Versuchen mit Blutkatalase die gleichen Resultate, wie sie vorhe: 
von G. Lockemann, J. Thies und H. Wichern® festgestellt worden waren 
Die Eisensalze iiben je nach ihrer Menge eine verschiedene Wirkung 
auf die Katalase aus: mit steigender Konzentration steigert sich auch 
die Hemmung fast bis zu vélliger Inaktivierung, worauf weitere FE: 
héhung des Eisengehalts einen erneuten Anstieg der katalytischen 
Fahigkeit bewirkt. Der Charakter der mit Blutkatalase gewonnenen 
Befunde ist den von uns mit pflanzlicher Katalase erhaltenen analog 


In den Anionenversuchen verwandten wir saure und alkalische 
Natrium- und Kaliumphosphate, Natriumbicarbonat, SO’, NO) und 
Cl’. Die Resultate sind in der Tabelle IV und Abb. 4, 5, 6 nieder- 
gelegt. 

Die Ergebnisse der Versuche mit Anionen fiihrten uns zu Schliissen, 
die den gemeinhin erwarteten nicht véllig entsprachen: an Stelle de1 
Hemmung tritt eine aktivierende Beeinflussung der Katalase auf. Die 
gewohnliche Anionenreihe stellt sich entsprechend dem Anstieg ihrer 
hemmenden Wirkung auf die Katalase folgendermafen dar: 


SO, < Cl< NO,, 


hier ergibt sich gemaB der anwachsenden stimulierenden Tatigkeit in 
beiden Versuchen nachstehende Anordnung: 


SO, < NO, < Cl. 


Dabei ist zu bemerken, daB die SO)-Iionen in den Nullversuchen 
fast bei allen Konzentrationen eine geringfiigige Hemmung bewirken, 
in den zweistiindigen Versuchen tritt dagegen neben der hemmenden 
Tatigkeit hier und da auch eine leicht stimulierende hervor. Die NO,- 
Ionen tiben bei Konzentrationen im Intervall von m/20 bis m/160 
ebenfalls einen hemmenden Einflu8 aus, der jedoch weiterhin von 
einem schwach aktivierenden abgelést wird. Die héchste aktivierende 
Tatigkeit entfalten die Cl’-lonen, und zwar ist diese so stark, 
daB die zersetzende Tiatigkeit der Katalase um 1!. mal gréber 
wird. Die festgestellten Werte sind sowohl fiir die hemmende 
als auch fiir die stimulierende Tatigkeit in den Nullversuchen im 
Vergleich zu den zweistiindigen fir H,PO, und HCO, gréBer, 
fiir HPO;, Cl’ und SO; dagegen geringer. 


1 Durham, Proc. Roy. Soc. 74, 310, 1909. 
2 Favre, diese Zeitschr. 38, 32, 1911. 
§% Lockemann, Thies und Wichern, Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 1909 
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Die sauren Phosphate rufen bei Konzentrationen von m/20 bis 
m/2560 eine starkere Hemmung hervor als NO}, wobei diese in den 
zweistiindigen Versuchen die der Nullversuche iibersteigt. 

Ihre Kurven weisen in diesem Abschnitt einen steilen Anstieg auf, 
der von einem mehr oder weniger gleichmaBigen Verlauf, bei sehr 
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starken Verdiinnungen mit unerheblicher Aktivierung, abgelést wird. 
Im Gegensatz zum Kaliumsalz zeigt das Natriumsalz der Phosphor- 
siure die héchste aktivierende Tatigkeit bei starken Verdiinnungen 
im Nullversuch, wohingegen die Kaliumsalze gerade im Nullversuch 
nur schwaches Aktivierungsvermégen aufweisen. In den Zweistunden- 
versuchen ist letzteres jedoch ein recht bedeutendes und kommt dem- 
jenigen der NO ;-Ionen bei denselben Konzentrationen gleich. 
Einigermafen eigenartig ist die Wirkung der alkalischen Phosphate, 
des Natriumbicarbonats und der Phosphatgemische. Die Kurve des 
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Gemisches verliuft sehr ahnlich wie die des K,HPO,. Die Eigenart 
simtlicher Kurven auBert sich darin, daB sie von Anfang an eine starke 
Aktivierung anzeigen und daB bei Konzentrationen innerhalb gewisse: 
Grenzen deren aktivierende Fahigkeit unabhangig von der Konzentration 
der verwandten Salze ist. In diesem Teil verlaufen die Kurven paralle| 
zur Abszissenachse. Eine weitere Herabsetzung der Konzentrationen 
fihrt zu einem steilen Abfall der Kurven, der sich aus dem mel 
oder weniger gleichmaBigen, von geringfiigigen Schwankungen unter- 
brochenen Verlauf derselben ergibt. Die héchste aktivierende Wirksam. 
keit entfaltet im Nullversuch das Natriumbicarbonat, im Zweistunden- 
versuch Kaliphosphat. 


Zusammenfassung. 


1. Die Konzentrationen der zur Untersuchung des Einflusses ver- 
schiedener Salze auf die Malzkatalase benutzten Salzlésungen bewegten 
sich in dem auBerordentlich weiten Intervall von m/20 bis m/10485760. 
Die Endkonzentrationen erreichen das Mais der unendlichen Ver- 
diinnungen und kénnen durch keinerlei bekannte physikalisch-chemische 
Methoden nachgewiesen werden. 


Der Zweck einer solchen hochgradigen Verdiinnung der benutzten 
Salzlésungen war die gréBtmégliche Annaherung der Versuche an die 
natiirlichen Konzentrationen, wie auch die Feststellung der Grenzen, 
bei denen die Konzentrationen noch die Tatigkeit der Fermente zu 
beeinflussen vermégen. 


2. Unsere Arbeitsmethode unterscheidet sich von allen bisher auf 
diesem Gebiet gebrauchlichen darin, daB wir die Wirkung der Salze 
nicht an vorher zubereiteten Extrakten, sondern direkt am Malzmeh! 
untersuchten. Die Versuchsdauer betrug 0 oder 2 Stunden. 


3. Sowohl die Kationen als auch die Anionen wirken je nach 
der Natur der Ionen und nach den Versuchsbedingungen starker oder 
schwacher aktivierend auf die Tatigkeit der Katalase ein. Die starkste 
aktivierende Tatigkeit wurde an Na und NH, beobachtet, die 
schwachste an Ca’, Mn und Zn, wahrend Mg eine Mittelstellung 
einnimmt. Dem Grade ihrer hemmenden Tiaitigkeit nach ent- 
spricht die Kationenreihe dem Anstieg ihres Atomgewichts. Die 
Versuchsergebnisse bei zweistiindigem Stehenlassen des Malzes in 
Salzlésung unterscheiden sich deutlich von den Nullversuchen mit 
Kationen wie auch von solchen mit Anionen, was auf die kol- 
loide Natur des Ferments hinweist, wie auch darauf, daB die von 
ihm abhangenden Prozesse zu ihrem Ablauf eines langen Zeitraumes 
bediirfen. 

Die Eigenart der FeCl,-Wirkung wird durch die Fahigkeit der 
Fe’ -Ionen, neben der Katalase auch H,0, zu zersetzen, hervorgerufen. 
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Hier laBt sich wechselseitige Hemmung zweier Katalysatoren in Ab- 
hangigkeit von der Konzentration des FeCl, beobachten. 

Unter den Anionen finden wir, bei AuBerachtlassung des aktivieren- 
den Einflusses alkalischer Phosphate und des Natriumbicarbonats bei 
hohen Konzentrationen, die héchste aktivierende Tatigkeit bei schwach- 
sten Konzentrationen bei den NO. -Ionen und bei KH,PO,. Die SO;- 
lonen ergeben dagegen nicht die geringste Aktivierung. Die Anionen- 
reihe ist, ihrer ansteigenden stimulierenden Wirkung nach, wie folgt 
zu ordnen: 

SO, < NO, < Cl. 

4. Der EinfluB der Kationen wie auch der Anionen auf die Malz- 
katalase 14Bt sich auf Grund der Versuchsergebnisse als EKinwirkung 
auf das komplizierte polydisperse System des Kolloidferments be- 
trachten, in dem gewisse Konzentrationen ein und desselben Salzes die 
Dispersitat erhéhen, wahrend andere sie herabsetzen. Die gleiche 
Anderung des Dispersitatsgrades l4Bt sich auch im Medium, in dem 
die Arbeit des Ferments vor sich geht, erwarten, namlich, daB letzteres 
nach Verlust seiner H,O, katalysierenden Wirkung die Fahigkeit zu 
einer anderen katalytischen Reaktion gewinnt 
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Der Einflu6b von Giften auf die Gerstenmalzkatalase. VI. 


Von 
M. 0. Charmandarjan und A. W. Tjutjunnikowa. 


(Aus dem anorganisch-chemischen Laboratorium des landwirtschaftliche: 
Forschungsinstituts in Charkow.) 


(Eingegangen am 23, Marz 1930.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In den beiden vorhergehenden Arbeiten! untersuchten wir die 
Einwirkung verschiedener Salze auf die katalytische Fahigkeit der 
Malzkatalase unter verschiedenen Bedingungen und bei weitem Kon- 
zentrationsintervall. Dabei wurde festgestellt, daB eine oder die andere 
Wirkung der Salze nicht nur von den verwendeten Konzentrationen 
derselben abhangt, sondern auch von den sonstigen Versuchsbedingungen. 
Meistenteils gingen wir bei der Untersuchung der Salzwirkung auf 
die Tatigkeit der Katalase von einem durch Extraktion einer be- 
stimmten Malzeinwage mittels destillierten Wassers gewonnenn Ex- 
trakt aus. Einem bestimmten Volumen eines derartigen Extraktes 
wird zuerst eine aus dem entsprechenden Salz hergestellte Lésung und 
darauf eine solche von H,O, zugesetzt und nach der Menge des unter 
solchen Bedingungen in 30 Minuten zersetzten H,O, die Wirkungs- 
weise des Salzes auf die Katalase festgestellt. Bei einer derartigen 
Anordnung, die mit derjenigen der von anderen Autoren zum gleichen 
Zweck angestellten Versuche iibereinstimmt?, ergab sich in Abhangigkeit 
von den benutzten Kationen und Anionen, wie auch ihrer Konzentration, 
eine ausgesprochen hemmende Tatigkeit. Etwas anders sind die Ergeb- 
nisse, wenn die Extraktion mit entsprechender Salzlésung ausgefiihrt 
wird, wodurch eine andauernde Wirkung des Salzes auf die Katalase 
erzielt wird. Die unter solchen Bedingungen erhaltenen Resultate weisen 
in manchen Fallen, besonders bei starkeren Verdiinnungen, eine einiger- 


fF. 


Tabelle 


1 M.O.Charmandarjan und A.W. Tjutjunnikowa, diese Zeitschr. 221, 
273; 222, 272, 1930. 
2 C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 2, 1841, 1926. 
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maBen stimulierende Tatigkeit auf. Noch augenfalliger wird di 
Erscheinung, wenn zum Studium der katalytischen Wirksamkeit nic}, 
Extrakte verwendet werden, sondern direkt bestimmte Einwagen vi 
Malzmehl. Hier macht sich die stimulierende Wirkung mancher Salz: 
noch stairker geltend. 

Neben einer Reihe von gewéhnlich eine hemmende Tatigkeit aus 
tibenden Salzen existieren auch verschiedene anorganische und organi 
sche Verbindungen, als Gifte bezeichnete Stoffe, die nicht nur auf 
die fermentative Tatigkeit vergiftend einwirken, sondern auch die 
Lebensfahigkeit des ganzen Organismus beeintrachtigen. Manche dieser 
Gifte tiben selbst in sehr niedrigen Konzentrationen einen stark hem 
menden Einflu8 aus, wihrend andere hingegen ganz wirkungslos sind 


Vorliegende Arbeit wurde von uns in Angriff genommen, um zu 
ermitteln, welche Veranderungen in der Wirkungskraft anorganischer 
Gifte und Alkaloide auftreten, wenn die Versuchsbedingungen in Ana- 
logie zu den in unseren vorhergehenden Arbeiten ausgefiihrten Ver- 
suchen verandert werden. Zugleich sollte auch festgestellt werden, ob 
bei diesen Objekten ebenfalls neben einem hemmenden auch ein 
aktivierender EinfluB auf die Tatigkeit der Katalase zu beobachten ist 


Als Material diente uns bei diesen Versuchen im Laboratorium 
hergestelltes Gerstenmalz, das bei 25° getrocknet und fein gemahlen 
wurde. Je 0,2 g Malz wurden mit verschiedenen Giftlésungen iiber- 
gossen, worauf in manchen Fillen H,O, sofort nach Salzzusatz bei- 
gefiigt wurde, in anderen dagegen erst nach zweistiindigem Stehenlassen 
des Gemisches. Gleichzeitig wurden Vergleichsversuche mit destil- 
liertem Wasser angestellt. 

Im iibrigen wurden sowohl die Versuche als auch die Berechnungen 
in der gleichen Weise ausgefiihrt wie in den vorhergehenden Arbeiten. 


Bei den Berechnungen wurde auch die Oxydation mancher Ver- 
bindungen, wie z. B. des KCNS beim Titrieren mit K MnO, beriick- 
sichtigt. 

Die Versuchsergebnisse bringen wir in Tabelle I und in den Kurven 


Abb. 1 und 2. 


In bezug auf die Wirkungsweise der Gifte besitzen wir eine recht 
umfangreiche Literatur!. Einen starken Gifteffekt ergibt Sublimat (Sentner), 
ferner die Rhodanide und Blauséiure. Die Alkaloide weisen dagegen eine 
verschiedenartige Wirkung auf, indem manche von ihnen, wie z. B. das 
Chinin, die katalytische Tatigkeit steigern (Santesson, Laqueur), wenngleich 
Rona in seinen letzten, an tierischer Katalase ausgefiihrten Untersuchunge! 
darauf hinweist, daB bei geniigender Pufferwirkung das Chinin keinerlei 
Einflu8 ausiibt. 


1 C. Oppenheimer, 1. ¢. 
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Bei naherer Betrachtung unserer Befunde ergibt sich, dab unter 
den anorganischen dem Sublimat und dem Rhodanid die starkste 
Wirkung eigen ist, die geringste dagegen den AsQ,-lonen. 

Die hemmende Wirkung des Sublimats der Katalase gegentiber 
ist bei den Konzentrationen m/20 bis m/160 dermaBen stark, dab 
nicht die geringste H,O,-Zersetzung auftritt. Die Nullversuche er- 
geben bei m/20 bis m/1280 im Vergleich zu den zweistiindigen héhere 
Werte und weisen, im Gegensatz zu jenen, wahrend der ganzen Dauer 
des Experiments eine hemmende Tatigkeit auf. In den zweistindigen 
Versuchen werden die Werte von m/1280 an dagegen hoéher als die 
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der Nullversuche, und bei starkeren Verdiinnungen tritt sogar eine 
gewisse, allerdings auBerst schwache, aktivierende Tatigkeit auf. 

Die zweistiindigen Versuche mit Kaliumrhodanid ergeben héhere 
Ziffern als die Nullversuche, wobei von m/5120 an eine aktivierende 
Tatigkeit beobachtet wird, bei den Nullversuchen ist eine solche hin- 
gegen erst von m/40960 an wahrzunehmen. Die aktivierende Tatigkeit 
ist in den Nullversuchen schwacher als in den zweistiindigen. 

Das Cyankali ergibt in den Nullversuchen nur im Intervall m/20 
bis m/320 héhere Werte im Vergleich zu den zweistiindigen. Kine ak- 
tivierende Fahigkeit ist nur in den letzteren, und zwar bei starken 
Verdiinnungen feststellbar. 

Bei salzsaurem und salpetersaurem Barium iibersteigen die Werte 


der zweistiindigen Versuche in simtlichen Experimenten die der Null- 








288 M. O. Charmandarjan u. A. W. Tjutjunnikowa: 


versuche. Das salpetersaure Barium hemmt starker als das salzsau: 

seine stimulierende Wirkung ist dagegen in beiden Versuchen eine 
sehr geringe ; die gleiche Wahrnehmung machen wir in den Nullversuche, 
mit Bariumchlorid, wahrend letzteres bei den zweistiindigen Ve: 
suchen eine erhebliche stimulierende Wirkung aufweist. Die As), 
Ionen stehen ihrem Charakter nach dem Bariumchlorid nahe, nw 
ist seine hemmende Tatigkeit eine geringere als bei jenen, die stimu- 
lierende dagegen bewegt sich in der gleichen GréBenordnung wie die 
des KCN und KCNS. 


Uberhaupt mu8 bemerkt werden, daB in den Nullversuchen alle 
angewandten Salze die Katalase im Sinne einer Stimulierung kaum be- 
einflussen, und ist dies einmal der Fall, so doch nur in sehr geringem 
Grade. In dieser Beziehung ergeben die betreffenden Versuche nichts 
Charakteristisches gegeniiber den zweistiindigen. 


Tabelle II. 


0: 0,2 g Malz + 20ccm Salzlésung + 5cem 1° ig. H,O,; 
2: 0,2 g Malz + 20ccem Salzlésung und nach 2stiindigem Stehenlassen 
5eem 1° ig. H,O, zugegeben. 





Salzsaures Salpetersaures 
Chinin Strychnin 


0 2 0 2 0 2 


Harnsiure 


0,1 103,9 99,4 81,2 84,2 
0.1.27 109,6 108 90,6 93,6 85,7 86,3 
103,9 112,5 90,6 104,1 91,6 97,4 
103,9 106.8 89,1 107,0 90,5 97,4 
103,9 105,7 89,1 109.9 91,6 100,0 
107,9 106,8 93,1 118,2 94,6 101,6 
107,9 109,1 95,0 118,2 96,5 101,6 
106,7 112,5 90,1 117,0 100,5 107,2 
106,7 112.5 88,6 112.9 99,4 105,2 
109,6 112,5 91,1 107,0 100,4 105,2 
04.57 115,2 110,2 89,6 92,1 100,4 102.8 
109,6 110,2 112,9 111,1 
101,0 111,4 89,6 112,86 
103.9 115,9 88,1 115,2 
103,9 115,3 88,1 107,0 
115,2 115,3 88,1 107,0 
108,4 115,9 91,6 112,9 
108,4 118,2 92,6 115,2 
| 109.6 118,2 93,1 118,7 
0,1. 2-19 103,9 115,9 95,0 122.2 


Bei der Herstellung der fiir unsere Versuche verwandten Alkaloid- 
lésungen gingen wir von 0,1 igen oder 0,05°,igen Lésungen aus, 
die bei jedem weiteren Versuch immer wieder auf das Doppelte ver 
diinnt wurden. Ebenso verfuhren wir bei Verwendung von Harnsiure 
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josung, bloB mit dem Unterschied, daB wir von einer gesittigten Lésung 
ausgingen, da diese Siure in Wasser nur sehr wenig léslich ist. 

Hinsichtlich der Wirkung der Alkaloide ist zu sagen, daB Chinin 
in beiden Versuchsserien fast die gleiche stimulierende Wirkung auf- 
weisen kann, und zwar unabhangig von der Héhe der Konzentration. 
Salpetersaures Strychnin férdert die Katalase von 0,05 °,igen Lésungen 
an nur in zweistiindigen Versuchen, waihrend die entsprechenden Null- 
versuche gar keine Aktivierung ergaben. Im Vergleich zur hemmenden 
Wirkung des salpetersauren Bariums ist die des salpetersauren Strychnins 
weit geringer. 

Die Harnsdureversuche verlaufen analog allen vorangegangenen 
Experimenten, indem sie ebenfalls nur in zweistiindigen Versuchen 
eine stimulierende Wirksamkeit entfalten, waihrend sie in den Null- 
versuchen die Katalase direkt hemmen. 

Einer von uns hatte sich vor einigen Jahren das Studium der 
Reaktionskonstante bei H,O,-Zersetzung mittels Malzkatalase zur 
Aufgabe gemacht, und zwar in Gegenwart von Barbitur- und Harn- 
siure. Dabei stellte es sich heraus, daB bei sehr starken Verdiinnungen 
die Reaktionskonstante ansteigt und héhere Werte ergibt, als dies in 
den ohne: Saure ausgefiihrten Vergleichsversuchen der Fall ist. Dieser 
Umstand weist auf einen Anstieg der Reaktionsgeschwindigkeit hin. 


Zusammenfassung. 

1. Die anorganischen wie auch die organischen Gifte vermégen 
unter gewissen Versuchsbedingungen und bei gewissen Konzentrationen 
in einem oder dem anderen Grade eine stimulierende Wirkung auf die 
Tatigkeit der Katalase auszuiiben. 

2. Die aktivierende Tatigkeit beginnt in den Nullversuchen, wenn 
eine solche iiberhaupt stattfindet, bei geringeren Konzentrationen als 
bei den zweistiindigen. Die héchste aktivierende Tatigkeit tibt das 
Chlorbarium aus. Die aktivierende Tatigkeit ist in den zweistiindigen 
Versuchen am scharfsten ausgepragt. 

3. Eine Eigentiimlichkeit der BaCl,- und HgCl,-Kurven, namlich 
deren sprunghafter Anstieg bei niedrigen Salzkonzentrationen, wird 
bei den anderen Salzen nicht beobachtet. 














Fett- und Cholesteringehalt des Serums yon Kaninchen unter 
dem Einflusse der Luftverdiinnung. 


Von 
Wladimir Griffel (Wien). 


(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut fiir Hochgebirgsklima wn 
Tuberkulose in Davos.) 


(Eingegangen am 6. April 1930.) 


I. Einleitung. 

Mit der Einwirkung der Luftverdiinnung und des Hochgebirgs 
klimas auf den Gehalt des Blutes und der Nebennieren an Fett und 
Cholesterin hat sich in letzter Zeit besonders Rabbeno (1) beschaftigt. 
Er konnte sowohl im Selbstversuch als auch in Versuchen an Hunden 
und Meerschweinchen eine Steigerung beider Werte beobachten. Er 
sieht nicht nur in der Luftverdiinnung, sondern auch in der Kalte das 
Ursachliche des Anstiegs. 

Schemensky (2) fand unter der Einwirkung des Hochgebirgsklimas 
,ein Ansteigen der Cholesterinwerte im Blute, das sehr rasch einsetzt 
und innerhalb einiger Wochen nach Riickkehr ins Tiefland wieder 
abklingt. Bei Daueraufenthalt scheint das Cholesterin auch dauernd 
erhéht zu sein, zum Teil in bedeutendem Grade, wie Versuche an Ein- 
geborenen zeigen’. Bei einem Hunde, der im Marz in Davos etwa 
5 Stunden der Sonnenwirkung ausgesetzt war, sah Schemensky ein 
starkes Ansteigen des Serumcholesterins. Starke Strahlung, also Licht 
wirkung, ist nach Schemensky die Ursache des Anstiegs. 

Die angefiihrten Beobachtungen interessieren uns deshalb_ be- 
sonders, weil wir in den fiir die Verainderungen verantwortlich ge- 
machten Faktoren zwei wiedererkennen, die fiir das Héhenklima 
spezifisch sind: 1. die mit der Héhe fortschreitende Luftverdiinnung 
und mit ihr die Herabsetzung des Sauerstoffgehalts, und 2. die Be 
sonderheit der Sonnenstrahlung. Der dritte Faktor: Kalte ist un 
spezifisch und allen Klimaten eigen [Loewy (3)]. 

Durch meine Versuche, die ich auf Anregung und dank der weit 
gehenden Unterstiitzung durch Herrn Prof. Loewy und die mir durc! 


Her 
lure 
bei 

Str 


stel 
war 
geh: 


Kar 
Tier 
eine 
indi 
blei 
selt 
war 
fiih 
Wel 
Bes 
der 

Hu 
war 
stel 
zwe 


eing 
erké 
Tie1 
lipa 
bei 

nicl 
zwe 
auf, 
also 
Fut 
brot 
wen 
erh¢ 


Tie 


stru 
i 








ter 


ngs 
ind 
igt. 
den 
Er 


das 


nas 
tzt 
det 
rnd 
yin- 
twa 
ein 
‘ht 


be- 

ge 
ima 
ung 
Be 
un 


eit- 
rel 





\\. Griffel: Fett- u. Cholesteringehalt d. Serums b. Luftverdiinnung. 291 


Herrn Dr. Vogel-Eysern, Solsana, erwiesene herzliche Gastfreundschaft 
jurchfiihren konnte, wollte ich den EinfluB der Luftverdiinnung — 
bei Ausschaltung der Einwirkung niedriger Temperatur und der starken 
Strahlung im Hochgebirge — auf das Serumcholesterin feststellen. 

Es zeigte sich aber sehr bald, daB die auftretende Cholesterin- 
steigerung von einer Zunahme des Fettgehalts des Serums begleitet 
war; die Untersuchungen wurden daher auf die Bestimmung des Fett- 
gehalts des Serums ausgedehnt. 


Il. Versuchsanordnung. 

Als Versuchstiere dienten in Davos geborene und aufgezogene 
Kaninchen. Zunachst wurde bei jedem zum Versuch verwendeten 
Tiere der Gesamtfett- und Cholesteringehalt des Serums wahrend 
einer 1 bis 2 Wochen dauernden Vorperiode bestimmt. Die bekannten 
individuellen Schwankungen der Normalwerte waren bei _ gleich- 
bleibenden auBeren Verhaltnissen nicht sehr hoch und erreichten 
selten 50 °,, iiber oder unter dem Normalmittelwert ; fiir unsere Versuche 
waren diese Schwankungen ohne Bedeutung, da wie wir noch aus- 
fiihren werden —- unter dem EinfluB der Luftverdiinnung die normalen 
Werte um das Vielfache anstiegen. Auch lieB sich aus den wiederholten 
Bestimmungen ein fiir jedes Tier eigener Normalmittelwert gewinnen, 
der zum Vergleich dienen konnte. Leites (4) fand bei ein und demselben 
Hunde Schwankungen des Neutralfettgehalts, deren Grenze 100°, 
waren; fiir das Gesamtcholesterin waren es 39,2°,. Er halt die Fest- 
stellung des individuell verschiedenen Normalmittelwertes zu Vergleichs- 
zwecken fiir unerlaBlich. 

Aber auch aus einem anderen Grunde wurde diese Vorperiode 
eingeschaltet: es miissen etwa spontan auftretende Hyperlipimien 
erkannt werden, um entweder ihr Abklingen abzuwarten, oder das 
Tier aus dem Versuch auszuschalten. Wir sahen eine solche ,,Spontan- 
lipamie“ bei mehr als zw6lf untersuchten Tieren nur einmal. Sie trat 
bei einem auswirts gekauften Tiere auf, das sich mit den Stallgenossen 
nicht vertrug und vorher wohl auch anders gefiittert war. Bei der 
zweiten Untersuchung, 2 Tage spater, wies das Serum normale Werte 
auf, die auch beibehalten wurden. Wahrend der Dauer der Versuche, 
also auch in der Vorperiode, bekamen die Tiere das gleiche gewohnte 
Futter, aus Karotten, Griinkraut und geringen Zulagen von Schwarz- 
brot bestehend. Wahrend der Dauer der Hungerversuche, die not- 
wendig waren, weil im Hunger gleichfalls das Cholesterin und das Fett 
erhéht sind, erhielten die Tiere nur Trinkwasser. Das Gewicht der 
Tiere wurde notiert. 

Nach der Vorperiode wurden die Tiere in den von Loewy kon- 
struierten Davoser Luftverdiinnungsapparat (beschrieben von Lau- 
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bender (5)) gebracht und darin 4 bis 6 Tage bei einem Barometerdruck 
von durchschnittlich 350 mm Hg gehalten. 


Nach der Herausnahme aus dem Apparat (in einigen weniger 
Fallen auch noch wahrend des Aufenthalts im Apparat) wurden dic 
Tiere gewogen und Blut zur Analyse entnommen. Nachdem im Laufe 
einiger Tage die Serumwerte fiir das Gesamtcholesterin und -fett zur 
Norm zuriickgekehrt waren und das Normalgewicht wieder erreicht 
wurde, wurde mit der Nahrungsentziehung begonnen. Die Nahrungs- 
entziehung dauerte jeweils so lange, wie der vorherige Aufenthalt im 
Luftverdiinnungsapparat. 


Das Blut wurde aus der Ohrvene in der Menge von 3 bis 4 ccm 
entnommen und nach der Gerinnung das Serum untersucht. Es wurde 
stets versucht, mit der kleinsten Blutmenge das Auskommen zu finden; 
es muBte jede durch die Blutentnahme hervorgerufene Anadmie ver- 
mieden werden. Wie Boggs und Morris 1909 (6) mitteilten, haben 
fortgesetzte — allerdings groBe —- Blutverluste bei Kaninchen eine 
Hyperlipamie zur Folge. Sakai (7) befaBte sich spater mit dieser Form 
der Hyperlipamie. 

Durch Kontrolle des Hamoglobingehalts waren wir sicher, einer 
Anamie aus dem Wege zu gehen. 


Ill. Methodik der Bestimmungen. 


Das Gesamtcholesterin wurde kolorimetrisch nach der von Autenrieti 
und Funk (8) angegebenen Methode bestimmt. Bei sorgfaltigem Arbeiten 
erzielt man mit dieser Methode geniigend genaue Werte [s. Fex (9), 
Hueck (10), Gardner (11)]. Da Serum untersucht wurde, waren die Farben 
reaktionen in den untersuchten Chloroformextrakten frei von stérenden 
Triibungen; verglichen wurden die Extrakte mit einer stets frisch be- 


reiteten Vergleichslésung von bekanntem Cholesteringehalt. Nach einiger 


Ubung gelingt es leicht, den vermutlichen Cholesteringehalt der zu unter- 
suchenden Lésung aus der Intensitaét der auftretenden Farbenreaktion 
zu schatzen und sich eine Vergleichslésung von annahernd gleichem 
Cholesteringehalt herzustellen. Halt man auch sonst an gleichen Versuchs- 
bedingungen, was die zum Ablauf der Reaktion notwendige Temperatur 
und Zeit anlangt, fest, so kann man einwandfreie Resultate erzielen. 


Das Gesamtfett wurde im mit Salzsiure vorbehandelten Serum und 
nachfolgender griindlicher Atherextraktion nach der von Bang (12) an 
gegebenen Methode bestimmt. Die Bangsche Methode erfordert genaues. 
peinlich sauberes Arbeiten und zuverlassige, haufig kontrollierte Reagenzien 
Wir selbst haben Versuche mit verschiedenen Extraktionsmitteln an 
gestellt, iiber die wir noch berichten werden. Flesch und Blix (13) und 
neuerlich Leites (4) treten fiir die Bangsche Methode ein. Diese beiden 
Methoden wurden gewahlt, da sie ein Arbeiten mit kleinen Blutmengen 
— was aus oben angefiihrten Griinden wichtig war — gestatten. Seb 
wertvolle Hinweise auf die praktische Durchfiihrung der Bestimmunge 
gibt Pincussen in seiner Mikromethodik. 
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IV. Ergebnisse. 
a) Luftverdiinnung. 

Was zunachst das Verhalten der Tiere wahrend des Aufenthalts im 
Luftverdiinnungsapparat anlangt, so ist zu bemerken, dab die Tiere 
die Luftverdiinnung bei den angegebenen Barometerwerten (350 mm Hg 
im Mittel) gut vertragen haben und wahrend des Aufenthalts im Apparat 

wie schon erwahnt wurde —- die ihnen zukommende Futtermenge 
restlos konsumiert haben. Auffallig war die stark beschleunigte Atmung. 
Zwei Tiere haben wir infolge Ventilversagens verloren. Bei der Sektion 
konnten wir die bekannte Leberverfettung beobachten. 

Das Gewicht. Alle Tiere haben waihrend des Aufenthalts im Apparat 
an Gewicht verloren, wie wir das aus der Tabelle I, in der die Ergebnisse 
der Untersuchungen zusammengefaBt sind, ersehen. Die Verluste 
schwanken zwischen 4 und 8°, des Gewichts vor der Einwirkung der 
Luftverdiinnung und waren — wenigstens bei einem und demselben 
Tiere —- von der Dauer der Einwirkung der Luftverdiinnung abhangig. 
Das ist aus der Tabelle II, die die Beziehungen zwischen der Dauer der 
Einwirkung der Luftverdiinnung und der Anderung der Werte fiir das 
Gewicht und den Gehalt des Serums an Gesamtcholesterin und -fett 
bei Kaninchen Nr. 3 und 10 wiedergibt, zu ersehen. 

Das Serum war bei fiinf von zehn Tieren makroskopisch verdndert. 
Bei Kaninchen Nr. 3, 4, 9 war das Serum deutlich opaleszierend, bei 
Kaninchen Nr. 1 und 6 milchig getriibt (laktamisch), bei Kaninchen 
Nr. 6 hell schokoladefarben. Diese makroskopisch sichtbare Hyper- 
lipimie des Serums haben bei unter Luftverdiinnung gehaltenen 
Kaninchen auch Loewy und Mosonyi (14) beobachtet. 

Das Verhalten der Werte fiir das Gesamtcholesterin und -fett. In 
der Tabelle I sind die Tiere je nach der Dauer der Versuche in zwei 
Gruppen zusammengefaBt: Gruppe I aus Faninchen Nr. 2, 3, 4, 5, 7 
und 10 bestehend, Dauer der Versuche 4 Tage; Gruppe IT aus-Kaninchen 
Nr. 6, 8, 9 und 1 bestehend, Dauer der Versuche 5 und bei Kaninchen 
Nr.1 6 Tage. Beim Vergleich der nach der Einwirkung der Luft- 
verdiinnung gewonnenen Werte mit Normalwerten der Vorperiode ist 
zunachst festzustellen, daB die Werte fiir das Gesamtcholesterin und -fett 
unter dem EinfluB der Luftverdiinnung bei allen zehn Tieren erheblich 
gestiegen sind. 

Der Grad der Steigerung ist zundchst auch bei gleicher Dauer der 
Versuche individuell verschieden. So finden wir fiir die Gruppe I 
(Dauer der Versuche 4 Tage) Steigerungen in Prozenten gegeniiber dem 
Normalwert der Vorperiode, die fiir das Gesamtcholesterin zwischen 
+ 154 und + 284°, und fiir das Gesamtfett zwischen + 100 und 
+ 388°, schwanken. In der Gruppe II (Dauer der Versuche 5 bis 
6 Tage) schwanken die Prozentzunahmen fiir das Gesamtcholesterin 
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zwischen + 91 und + 352°,, fiir das Gesamtfett zwischen -+- 127 
und + 583°,. Auf die individuellen Schwankungen der Normalwerte 
haben wir schon bei der Besprechung der Methodik hingewiesen Diese 
Schwankungen und Schwankungen der Werte bei pathologischen 
Zustanden sind allen Untersuchern aufgefallen und werden mit den 
ungleich groBen Fettreserven der einzelnen Tiere erklirt. So fand 
Sakai (7) bei seinen Untersuchungen iiber die Lipimie infolge von 
Anamie, daB magere Tiere (Kaninchen) schwerer lipamisch werden als 
fette. Hierher gehért auch die Beobachtung von Bloor [zitiert bei 
Knauer (15)], daB das gleiche Tier, das zu Beginn des Hungerversuchis 
keine Lipimie aufwies, nach langerer Fettmast im Hungerversuch 
deutliche Lipamie zeigte. 

Die Dauer des Aufenthalts unter Luftverdiinnung beeinfluBt den 
Grad der auftretenden Hyperlipamie und Hypercholesterinimie in 
hohem MaBe. Dies ist nicht nur aus den oben angefiihrten Unterschieden 
in den Schwankungen der Steigerungen zwischen den Gruppen I und II 
ersichtlich. Beweisend wird der EinfluB der Dauer, wenn wir die Werte 
bei einem und demselben Tiere wahrend der Einwirkung der Luft- 
verdiinnung verfolgen. Tabelle II gibt dariiber AufschluB: Bei Kanin- 
chen Nr. 3 erhéht sich der normale, in der Vorperiode gefundene Wert 
nach 2 Tagen Aufenthalt unter Luftverdiinnung fiir das Gesamt- 
cholesterin von 39 auf 112 mg, um nach 4 Tage dauerndem Aufenthalt 
auf 150 mg anzusteigen. Der normale Wert fiir das Gesamtfett : 173 mg, 
steigt nach 2 Tagen Luftverdiinnung auf 469 mg, nach 4 Tage dauernder 
Luftverdiinnung erhéht sich der Wert auf 782 mg, zugleich wird das 
vorher klare Serum opaleszierend. Kaninchen Nr. 10 verhalt sich 
ahnlich. 

Die Erholung der Tiere ging nach der Herausnahme aus dem 
Apparat rasch vor sich. Die abnorm hohen Serumwerte naherten sich 
in den ersten 48 Stunden der Norm und nach 6 bis 8 Tagen waren 
sowohl das urspriingliche Gewicht als auch normale Werte fiir Fett 
und Cholesterin erreicht. 

Durch einige orientierende Versuche konnten wir feststellen, dal 
fiir die auftretende Hyperlipamie neben der Vermehrung des Gesamt- 
cholesterins die Neutralfettzunahme von ausschlaggebender Be- 


deutung ist. 
b) Nahrungsentziehung. 


Das Gewicht. Auch hier haben alle Tiere an Gewicht verloren. 
Die Verluste schwanken zwischen 9 und etwa 18°,, des Gewichts vor 
der Nahrungsentziehung, sind also gréfer als die entsprechenden Ver- 
luste nach Luftverdiinnung von gleich langer Dauer. 

Das Serum war bei keinem der hungernden Tiere makroskopisch 
verandert. 
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Die Werte fiir das Gesamtcholesterin und -fett sind unter dem EinfluB 
der Nahrungsentziehung der Norm gegeniiber erhéht (Tabelle I, Rubrik 
Nahrungsentziehung). Also eine gewisse Ahnlichkeit mit der Ein- 
wirkung der Luftverdiinnung. Vogel-Eysern (16) hat fiir eine Reihe 
von Vorgangen die Ahnlichkeit der Einwirkung des Sauerstoffmangels 
um einen solchen handelt es sich auch bei der Luftverdiinnung — mit 
der Wirkung der Nahrungsentziehung hervorgehoben. 

Doch stellt die Luftverdiinnung viel gréBere Anforderungen an 
den Organismus und wirkt nicht ganz gleich wie die Nahrungsentziehung. 
Wir finden, daB die Prozentsteigerung nach Nahrungsentziehung fiir 
den Cholesteringehalt bei den Tieren der Gruppe I zwischen +- 81 und 

130°, schwankt. Fir den Gesamtfettgehalt schwankt die Prozent- 
steigerung bei den Tieren dieser Gruppe zwischen -+- 41 und + 38°,,. 
Bei den Tieren der Gruppe II schwanken die Prozentzunahmen fiir 
das Gesamtcholesterin zwischen + 44 und + 66°,, fiir das Gesamtfett 
zwischen + 10 und + 44°. Deutlich wird das verschiedene Verhalten 
der Werte fiir beide Substanzen nach Luftverdiinnung und nach 
Nahrungsentziehung in der Tabelle III]. Hier sind die Tiere —- ebenso 
wie in der Tabelle I —— je nach der Dauer der Versuche in zwei Gruppen 
geteilt. Es wurden fiir beide Gruppen die mittleren Werte erstens aus 
der Vorperiode (normal), zweitens nach der Einwirkung der Luft- 
verdiinnung und drittens nach Nahrungsentziehung errechnet. Wenn 
wir die Prozentsteigerung im Mittel berechnen, so finden wir, daB diese 
in der Gruppe I fiir das Gesamtcholesterin nach Luftverdiinnung 
+ 200°, fiir das Gesamtfett + 228°, betrigt. Nach Nahrungs- 
entziehung betragt sie fiir das Gesamtcholesterin + 97°,, fiir das 
Gesamtfett + 88°. In der Gruppe II betrigt das Mittel der Steige- 
rungen nach Luftverdiinnung fiir das Gesamtcholesterin + 251”,, 
fir das Gesamtfett + 309°,, nach Nahrungsentziehung + 55 bzw. 
+ 33%. 

Die Steigerung beider Werte ist nach der Luftverdiinnung bedeutend 
gréBer als nach der Nahrungsentziehung. Sie nimmt mit der Dauer der 
Luftverdiinnung zu. 

Man kénnte aus den Mittelwerten noch eine weitere Schlubfolgerung 
ziehen. Die Mittelwerte zeigen, daB die Steigerung nach der Luft- 
verdiinnung fiir das Gesamtfett gréBer ist als fiir das Gesamtcholesterin. 
Allerdings 14Bt ein Blick auf die Tabelle I erkennen, daB dieses Ver- 
haltnis nicht durchgangig besteht, daB vielmehr in einzelnen Fallen 
der Wert fiir das Gesamtcholesterin mehr ansteigt als der fiir das Gesamt- 
fett. Im Gegensatz zu dem Verhalten bei der Luftverdiinnung ist nach 
Nahrungsentzug die Steigerung im Mittel fiir das Gesamtcholesterin 
gréBer als fiir das Gesamtfett, und hier sehen wir auch bei der Betrachtung 
der Einzelwerte weniger Ausnahmen. Das Absinken der im Beginn 














298 W. Griffel: 


des Hungers gesteigerten Werte und ein neuerlicher Anstieg bei Fort. 
setzung der Nahrungsentziehung ist bei der Hungerlipimie bekannt : 
so diirfte sich auch die geringere Steigerung, die wir bei den Tiere: 
der Gruppe II (5 bis 6 Tage Hunger) fanden, erklaren. 

Der nicht nur quantitative Unterschied zwischen der Einwirkuny 
der Luftverdiinnung und der Nahrungsentziehung ist uns auch nach 
anderer Richtung hin aus den Arbeiten Laubenders (5) bekannt. Bei 
den durch ihn festgestellten schweren Veranderungen im Eiweibstoff- 
wechsel infolge héhergradiger Luftverdiinnung war die Harnstoff- und 
Aminosdurefraktion um 55°, gegeniiber der Norm erhéht. Nach Hunger 
wies dagegen die Peptonfraktion erhéhte Werte auf. 

Zum Mechanismus der unter der Einwirkung der Luftverdiinnung 
auftretenden Hypercholesterinamie und Hyperlipimie [Zusammen- 
hange zwischen beiden, siehe Versé (17)] ware zunachst zu bemerken, 
daB die Luftverdiinnung und mit ihr der hochgradige Sauerstoffmange! 
neben den auBerordentlichen Anforderungen, die sie an den Gesamt- 
organismus stellen, bestimmte Organe noch ganz besonders schidigen. 
Das gilt in erster Linie fiir die Leber, deren Protoplasma unter dem 
EinfluB der Luftverdiinnung schwere Veranderungen aufweist. Schon 
vor langerer Zeit haben Lewinstein (18) und v. Schroetter (19) auf das 
Auftreten von Verfettungen infolge starker Luftverdiinnung _hin- 
gewiesen. Rosin (20) hat sich neuerlich in histologischen und _histo- 
chemischen Untersuchungen mit dieser Frage beschaftigt und ebenso 
wie die genannten Autoren unter dem EinfluB der Luftverdiinnung 
und sauerstoffarmer Luft hochgradige Verfettung der Leber von Meer- 
schweinchen und Kaninchen gesehen. Chemisch wurden diese Ver- 
fettungsvorginge in verschiedenen Untersuchungen im Davoser 
Forschungsinstitut weiter verfolgt [ Loewy und Leibowitz (21), Gubser (22), 
Monasterio (23)]. 


Die wichtige Rolle der Leber im Fett- und Cholesterinstoffwechsel 
ist uns bekannt; wir wissen, daB bei einer Reihe von Erkrankungen 
und Schadigungen des Leberparenchyms Hyperlipamie und Hyper- 
cholesterinamie auftreten, die von einer Verfettung der Leberzellen 
begleitet sind. Beides ist auch unter der Einwirkung der Luftverdiinnung 
der Fall. 


Rosenfeld (24) hatte infolge Phlorrhizinvergiftung das Auftreten 
einer Hyperlipimie beobachtet. Die dabei auftretende Verfettung 
der Leber fiihrt er auf das Bestreben, den Glykogenmangel auszugleichen, 
zuriick. Auch unter der Einwirkung der Luftverdiinnung ist, wie 
Rosin (20) nachwies, die Leberverfettung von einem Glykogenschwund 
begleitet. Glykogen war nur in einem von sechs Fallen nach Luft- 
verdiinnung vorhanden. 
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In diesem Zusammenhang sei auch die Ansicht Geelmuydens (25) 
angefiihrt, wonach die Zuckerarmut der Leber — durch welche Ur- 
sachen immer bedingt —- ,,den K6érper, der ohne ein gewisses Minimum 
von Zucker nicht auskommen kann, nach neuen Quellen fiir seine 
Bildung Umschau zu halten zwingt**. Nach Geelmuyden ist das Fett, 
das auf dem Wege des Blutes in die zuckerarme Leber gebracht wird. 
diese Quelle. 

Bang beobachtete, daB die gleichzeitige Zufuhr von Kohlen- 
hydraten neben Fett bei tibermaBiger, sonst zu Lipamie fiihrender Fett- 
zufuhr das Auftreten einer Hyperlipimie verhindert. Diese und auch 
andere [siehe Knauer (15)] Beobachtungen sprechen fiir Zusammen- 
hange zwischen dem Fett- und Kohlenhydratstoffwechsel. 

Das Héhenklima hat einen —- uns nicht naher bekannten —— EinfluB 
auf den Kohlenhydratstoffwechsel, der sich im Sinne einer Steigerung 
der Toleranz gegen Kohlenhydrate, wie Aggazotti und Morpurgo [zitiert 
bei Loewy (3)] fanden, auBert. 

Die Tatsache, daB in unseren Versuchen Kaninchen, also Tiere, 
deren Nahrung zum gréBten Teile aus Kohlenhydraten besteht, unter 
der Einwirkung der Luftverdiinnung und bei Nahrungsaufnahme eine 
wesentlich stairkere Hyperlipamie und Hypercholesterinamie zeigten 
als bei gleich lange dauerndem Hunger, also ohne auBere Zufuhr von 
Kohlenhydraten, spricht nicht dafiir, daB ein Mangel an Kohlen- 
hydraten der ursichliche Faktor war, sondern fiir eine uns noch nicht 
niher bekannte Stoffwechselstérung. Weitere Versuche werden uns 
iiber die Natur dieser St6rung AufschluB geben kénnen. 


Zusammenfassung. 

Unter der Einwirkung der Luftverdiinnung tritt bei Kaninchen 
im Serum eine zum Teil hochgradige Steigerung des Gesamtcholesterins 
und des Fettes ein, die die bei gleich langem Hunger beobachtete 
Steigerung beider Werte bei weitem iibertrifft. 

Sie wird mit den auBerordentlichen Anforderungen, die die Luft- 
verdiinnung an den Organismus stellt, erklart. 

Sie wird insbesondere mit der unter der Einwirkung der Luft- 
verdiinnung beobachteten Verfettung der Leber und mit dem Glykogen- 
schwund in Beziehung gebracht. 
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Uber das Verhalten der Blutgerinnung und der Blutplittchen 
bei Luftverdiinnung. 


Von 


Elisabeth Kolozs (Budapest). 


(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut fiir Hochgebirgsklima und 
Tuberkulose in Davos.) 


(Eingegangen am 6. April 1930.) 


Die Wirkungen der Luftverdiinnung sind in den letzten Jahren 
an Stelle der Beobachtung auf Héhenexpeditionen mehr in mittleren 
Héhenlagen untersucht worden, derart, daB man die untersuchten 
Lebewesen in Kasten brachte, in denen sie einer mehr oder weniger 
starken Luftverdiinnung unterworfen wurden. Bei einigen im Davoser 
Forschungsinstitut derart ausgefiihrten Untersuchungen wurde beob- 
achtet, daB die Gerinnungszeit des Blutes der Tiere, welche einige Zeit 
starker Luftverdiinnung ausgesetzt worden sind, sich gegeniiber der 
normalen Zeit verkiirzte. In der Literatur ist iiber diese Frage meines 
Wissens nichts zu finden. Allein Wilensky beschaftigte sich damit 
friiher einmal im Davoser Forschungsinstitut. In ihren Experimenten 
und nach ihren bis jetzt nicht veréffentlichten Aufzeichnungen war die 
Gerinnungszeit auch bei normalen Verhialtnissen derart starken 
Schwankungen ausgesetzt, daB wir ihre mit den verschiedenen Graden 
der Luftverdiinnung in Beziehung stehenden Zahlen nicht als mab- 
gebend anerkennen kénnen. Ausgehend von dem Gedanken, daB die 
von ihr beobachteten Schwankungen der Gerinnungszeit mit dem 
Verhalten der Zahl der Blutplittchen zusammenhangen, haben wir 
unsere Untersuchungen iiber die Gerinnungszeit bei unter Luftver- 
diinnung gewesenen Tieren auch zugleich auf die Zahlung der Plattchen 
ausgedehnt. AuBerdem beobachteten wir auch die Blutsedimentierung, 
um festzustellen, wie dieser physikochemische Faktor sich durch Luft- 
verdiinnung andert. 


Zu unseren Experimenten haben wir fiinf Kaninchen und fiinf Meer- 
schweinchen verwendet. Bestimmt man die Blutgerinnungszeit nach ver- 
schiedenen Methoden, so gelangt man nicht immer zu iibereinstimmenden 
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Resultaten. Je nach der Verwendung verschiedener Methoden schei: 

sich auch die Blutgerinnungszeit entsprechend zu veraindern. Es trete: 
aber auch bei ein und derselben Untersuchungsmethode Schwankunge: 
auf, welche um s0 gr6Ber sind, je mehr Gewebssaft man bei der Entnahn 
des Blutes zumischt. Die Anwesenheit des Gewebssaftes beschleunig: 
namlich die Gerinnungszeit. AuBerdem beeinflussen die Blutgerinnungszeit 
das Verhalten der Glaswandung, die Feuchtigkeit, der Staub und die 
Umgebungstemperatur. Die Blutgerinnungszeit bestimmten wir, ebens 

wie Wilensky, nach der Methode von Schultz. Schultz fangt das Blut in 
Hohlperlenkapillaren auf. Dann bricht er in bestimmten Zeitabschnitten 
(30 Sekunden) die Hohlperlen eine nach der anderen ab und gleichzeitig 
untersucht er ihren Inhalt in physiologischer Kochsalzlésung. 

Im Laufe unserer Untersuchungen wurden die Hohlperlenkapillare: 
mit Schwefelsiurebichromat und nachher mit Wasser sehr vorsichtig 
durchgewaschen. Spater mittels Alkoholither getrocknet. So wurde dix 
schadliche Wirkung des Staubes und der Feuchtigkeit praktisch vermieden. 
Das Blut wurde aus der Ohrvene genommen. Die Hohlperlenkapillaren 
wurden wihrend des Experiments durch eine mit Gummi _ iiberzogen 
Pinzette gehalten; die in den bestimmten Zeitabschnitten abgebrochenen 
Perlen wurden in eine Eprouvette geworfen, welche vor dem Experiment 
mit lLeem 0,9°,iger Natriumchloridlésung gefiillt worden war. In den 
Reagenzglasern — solange das Blut nicht geronnen ist — geht es aus den 
Perlen in die Kochsalzlésung iiber, die Fliissigkeit rot farbend. Aber es 
kommt — als Zeichen der ersten Fibrinfaden — bald zum Vorschein, dai 
sich die Perlen nicht restlos entleeren. Nach und nach wird die Perle von 
einem dichten Gerinnsel gefiillt. Die physiologische Kochsalzlésung ist 
in dieser Zeit noch etwas gefarbt, welche Farbung aber in den nachsten 
Eprouvetten verschwindet. Die Gerinnungszeit rechnen wir von dem 
Moment der GefaBlision ab. Von dem Erscheinen des ein Viertel der Perle 
ausfiillenden Gerinnsels bis zum dichten Koagulum, aber solange noch die 
Natriumchloridlésung gefarbt ist, nennen wir die Gerinnung unvollkommen, 
die erst vollkommen wird, sobald die Natriumchloridlésung ungefirbt 
bleibt. Nach Schultz ist die normale Gerinnungszeit bei Menschen von 
2 bis 3 Minuten, falls das Blut von der Fingerspitze, und von 11 bis 
15 Minuten, falls es durch Venenpunktion genommen wird. 


Das Zahlen der Blutplattchen fiihrten wir nach der Hofmann-Fléssner- 
schen Methode durch. Um aber zugleich die vitalgefirbten roten Blut 
k6érperchen genau kontrollieren zu kénnen, verwendeten wir auch die Methode 
von Boros-Kalkstein. Hofmann fangt aus der Fingerkuppe gewonnenes 
Blut in einem Paraffinglaschen auf, in welchem sich die entsprechend: 
Tyrode- und Sublimatlésung befinden. Mittels eines Paraffinstabchens 
wird ein Tropfen der homogenen Lésung in die Biirkersche Zaihlkammer 
hineingebracht und dort mit Hilfe einer starken VergréGerungslinse unter 
sucht. Wir zahlten 1000 Erythrocyten und die in denselben Gesichts 
feldern sich befindenden Thrombocyten. Wir stellten auBerdem die roten 
Blutkérperchen pro Kubikmillimeter fest. Die absolute Zahl der Thrombo 
cyten wird durch die bekannte Multiplikation gewonnen. Nach der Ho/ 
mannschen Methode kénnen wir bei normalen Verhaltnissen beim Mensche: 
von 6 bis 900000 Blutplattchen schatzen in 1 cmm. 


Boros-Kalkstein entnehmen das Blut durch eine auf die Stichstelle 
gebrachte 3,55°,ige Natriumcitratlésung hindurch. Zur Mischung be 
nutzen sie paraffiniérte Glasstibchen. Die gleichmaBige Mischung wird 
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mit der Flache eines Deckglases leicht beriihrt, und der so gewonnene 
Hangetropfen wird auf einen Objekttrager gelegt, auf den man noch vor 
dem Stich einen Tropfen konzentrierter alkoholischer Brillantkresylblau- 
l\6sung tiber der Flamme hat eintrocknen lassen. Die Rander des Praparats 
werden mit geschmolzenem Paraffin abgeschlossen. Die Zahlung geschieht 
mit Hilfe eines Okulardiaphragmas und einer Immersionslinse nach den 
schon besprochenen Prinzipen. Die durch das Boros-Kalksteinsche Ver- 
fahren gewonnenen Resultate stellen sich bei normalen Individuen von 
300000 bis 600000 Blutplattchen pro Kubikmillimeter. 

Die Blutsedimentierung untersuchten wir nach der Methode von 
Westergreen, aber wir hatten eine Mikroapparatur zur Verfiigung. Um die 
Wirkung der Luftverdiinnung kontrollieren zu kénnen, untersuchten wir 
bei jedem betreffenden Tiere vor der Luftverdiinnung die Zahl der roten 
Blutkérperchen, die Gerinnungszeit und die Zahl der Blutplaittchen. Nachher 
wurden die Tiere in den von Prof. Loewy konstruierten Verdiinnungs- 
apparat gebracht. Der Apparat entsprach im wesentlichen dem von 
Laubender seinerzeit beschriebenen. Der verringerte atmospharische Druck 
lag gewohnlich zwischen 300 und 350 mm Barometerdruck, was also einer 
Héhe iiber 6000 m entsprechen wiirde. Die Tiere wurden nach 24 und 
48 Stunden zu den oben genannten Blutbestimmungen aus dem Kasten 
genommen und dann wieder in den Kasten unter Luftverdiinnung 
gebracht bis zum Ende der Verdiinnungszeit. Danach wurden sie wieder 
bei dem fiir Davos normalen Atmospharendruck gehalten. 


Ich lasse nun zunachst meine Untersuchungsergebnisse in einer 
iibersichtlichen Tabelle folgen. 


Betrachten wir die Ergebnisse im einzelnen. 


Die Gerinnungszeit nach Luftverdiinnung. 


Vor allem ist bei der Blutgerinnungszeit sehr auffallend die Ver- 
schiebung gegentiber der Norm. Vor der Luftverdiinnung ist die oberste 
Grenze der Gerinnungszeit bei den Kaninchen: unvollkommen von 
3 bis 7 Minuten, vollkommen von 7 bis 10 Minuten schwankend. Nur 
in einem Falle (2a) fanden wir fiir den Normalwert: unvollkommen 
von 6 bis 8 Minuten, und gleichfalls in einem Falle (1c) eine von 7 bis 
1] Minuten sich erstreckende. vollkommene Gerinnungszeit. Im Blute 
der Meerschweinchen erfolgt die Ausscheidung der Fibrinfaiden rascher. 
Die normale Gerinnungszeit kénnen wir von 2 bis 4!'. Minuten fiir 
unvollkommen, bei 5!. Minuten fiir vollkommen nehmen. Hier sind 
die Schwankungen nicht so groB wie beim Kaninchen. Die Verkiirzung 
nach Luftverdiinnung betrigt nicht mehr als 1 bis 1'. Minuten, was 
aber bei jedem Falle wahrnehmbar ist. 


Bei den Kaninchen sind am auffallendsten die Versuche | und 2, 
wo schon nach 24stiindiger Luftverdiinnung die Gerinnungszeit um 
5 bis 6 Minuten kiirzer wird. Im Durchschnitt sehen wir einen Unter- 
schied von 2 bis 3 Minuten. Wahrend in einzelnen Versuchen die Ge- 
rinnungszeit auffallend kurz ist (Versuche 1 und 2), sehen wir in anderen 
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neben Verkiirzungen auch Verlingerungen der Gerinnungszeit auf 
treten, allerdings als seltene Ausnahmen, welche auf irgendwelche un 
bekannten Fehlerquellen zuriickzufiihren sein diirften. Auffallend is: 
die lange Nachwirkung der Luftverdiinnung auf die Kiirze der Ge 
rinnungszeit. In dieser Hinsicht geht aus der Tabelle I hervor, daB i: 
allen Versuchen die Beschleunigung der Gerinnung bis zum Ende de: 
Beobachtung andauerte. Das heiBt, bis zu 15 und 17 Tagen in den 
Versuchen 1 und 2. 

Bei dem Parallelismus, der zwischen Gerinnungszeit und Zahl der 
Thrombocyten besteht, kénnte eine Bestimmung der Blutplattchen- 
zahl eine gewisse Einsicht geben in die Ursache der Verkirzung det 
Gerinnungszeit unter Luftverdiinnung. Eine noch bessere Kenntnis 
von dem Zustandekommen der Gerinnungsbeschleunigung kénnten 
Versuche gewahren, in welchen wir ermitteln kénnten, welche Phase 
der Gerinnungszeit beschleunigt wird. Am wenigsten bekannt ist die 
erste Phase der Gerinnung. Nach den heute herrschenden Auffassungen 
tritt die in den Blutplattchenleibern vorausgesetzte Thrombokinase 
mit dem im Blutplasma enthaltenen Thrombogen in Reaktion. Diesem 
Vorgang, welcher bei Anwesenheit von Kalksalzen vor sich geht, ver- 
dankt der Organismus das Thrombin. Die Thrombinbildung bezeichnet 
man als erste Phase (Fonio). Die Meinungen der Verfasser iiber die 
Rolle des Thrombins, iiber seinen Wirkungsmechanismus und seinen 
Angriffspunkt in der zweiten Phase und iiberhaupt iiber seine Wirkung 
auf das Fibrinogen, durch welche dieses in festes Fibrin umgewandelt 
wird, sind sehr verschieden. Im Gegensatz zur Fermentwirkung steht 
heute zumeist die kolloidchemische Theorie im Vordergrunde. Wdhlisch 
faBt die Rolle des Thrombins als Katalysator auf. Jedenfalls fallt die 
Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin, d.h. die Entwicklung des 
roten Gerinnsels, in die zweite Phase. Die dritte Phase beginnt, nachdem 
die Fibrinabsonderung beendet ist, und besteht aus der Retraktion 
und Serumauspressung. Diese dritte Phase ist wieder eine Wirkung 
der Blutplattchen. 

Thromboeyten. 

Wie aus unserer Tabelle ersichtlich ist, vermehren sich als Wirkung 
der Luftverdiinnung die Blutplattchen sehr stark. Und zwar nicht 
nur in absoluter Zahl —- welche mit der Vermehrung der Erythrocyten 
in paralleler Beziehung steht —-, sondern auch im relativen Sinne 
des Wortes. Die Zahl der auf 1000 Erythrocyten fallenden Thrombo- 
cyten wachst schon nach 24stiindiger Luftverdiinnung von 130 auf 250 
(erstes Kaninchen). In einem anderen Falle verschiebt sich das Ver- 
haltnis von 100 zu 1000 auf 230 zu 1000 (drittes Kaninchen). Dasselbe 
Resultat ergab sich bei den Blutuntersuchungen der Meerschweinchen. 
Beim zweiten Meerschweinchenversuch war das Ergebnis 130 zu 1000 


yor 
mil 
230 


iibe 


auf 
der 
Rie 
zell 
ark 
Lei 


det 
( la | 
let: 
Ag 
ent 
rin 
de} 
Re 
Ge 
set 
od 


erk 
det 
Ve 
mi 
scl 
pla 


vel 
cy 
Re 


die 
die 
gel 
kr: 
gr 
mi 
fre 





aut 
un 


ist 
B ir 


der 


den 


ng 








Blutgerinnung und Blutplattchen bei Luftverdiinnung. 309 


vor der Verdiinnung. Wurden die Tiere 70 Stunden unter einem ver- 
minderten atmospharischen Druck gehalten, so war das Verhaltnis 
230 zu 1000. Mit der Methode von Boros-Kalkstein kénnen wir uns 
iiberzeugen, daB es die Regenerationsformen sind, die sich iiberwiegend 
vermehren. 

Nach Balo laBt auf eine erhéhte Funktion der Megakaryocyten und 
auf ihre schnellere Erschépfung der Umstand schlieBen, daB die unter 
der Wirkung der Luftverdiinnung sich findenden Protoplasmen der 
Riesenzellen sich schwach farben, und daB die Leucocyten in die Riesen- 
zellen eindringen. Die durch Erregung des Knochenmarks starker 
arbeitenden und daher erschépften Megakaryocyten werden von den 
Leucocyten phagocytiert. 

Die Rolle der Thrombocyten ist bis heute beziiglich ihrer Be- 
deutung fiir die Gerinnung nicht vollstandig aufgeklart., Wir wissen, 
daB sie dabei im Organismus die mechanische Verstopfung der Ver- 
letzung bewirken (Morituri nach Biirker, Elemente mit spezifischer 
Agone nach Dekhuyzen) und eine aktivierende Wirkung bei der Thrombin- 
entwicklung ausiiben. In vitro sind sie bei der Retraktion des Ge- 
rinnsels beteiligt (Fonio). Bei der thrombopenischen Purpura und 
dem Morbus makulosus Werlhofii weist zwar das Gerinnsel gar keine 
Retraktion auf (Lesourd, Pagniez, Arthus, Chapiro), jedoch bleibt die 
Gerinnungszeit normal. Dieser Umstand scheint aber der Voraus- 
setzung zu widersprechen, nach welcher die Blutplattchen die Trager 
oder gar Erzeuger der Thrombokinase sein kénnten. Das Finden der 
Retraktion wird durch die Verminderung der Zahl der Blutplattchen 
erklart. Jedoch die normale Gerinnungszeit und der normale Ablauf 
der zweiten Phase wiirden dieser Auffassung widersprechen, denn die 
Verminderung der Thrombocyten im Blute wiirde wohl auch die Ver- 
minderung der Thrombokinase mit sich bringen. Die neuesten For- 
schungen erklaren dies folgendermaBen: Durch Beimischung von Blut- 
plattchensuspension zum Blute wird die Gerinnung des letzteren be- 
schleunigt. Genau in dieser Weise —- wenn auch in geringerem MaBe - 
verhalt sich das Blut auf die Einwirkung von Extrakten der Thrombo- 
cyten. Ganz anders verhalt sich die Sache beim Hervorrufen der 
Retraktion. Bei dieser ist der Extrakt erfolglos. 

Die Thrombokinase geht in den Extrakt tiber, womit wir also 
die Thrombinbildung einleiten kénnen. Doch bei der Retraktion ist 
die Anwesenheit der Blutplattchenleiber notwendig und der Extrakt 
geniigt nicht. Es gehen also die Thrombocyten bei der Purpura- 
krankheit entweder im zirkulierenden Blute in erhéhtem MaBe zu- 
grunde, oder aber schon an ihrer Entstehungsstelle, d. h. im Knochen- 
mark. In beiden Fallen wird die Thrombokinase in geniigender Menge 
frei, wodurch die erste und zweite Gerinnungsphase normal wird. 
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Die Annahme, daB den Thrombocyten vielleicht in jeder Phase 


der Gerinnung eine gewisse innersekretorische Rolle zukommt, ist 
heute nicht ganz von der Hand zu weisen. Bei dieser Unkenntnis iiber 
die Rolle der Blutplattchen bei den verschiedenen Stadien der normale: 
Blutgerinnung ist es vorlaufig unméglich, die Bedeutung ihrer Zunahn« 
fir die unter Luftverdiinnung eintretende Gerinnungsbeschleunigung 
zu deuten. Diese Deutung fallt in unseren Versuchen um so schwerer 
als die Gerinnungszeit zwar, wie erwahnt, sehr lange die Luftverdiinnung 
iiberdauert, dagegen die Zahl der Thrombocyten friiher wieder zur 
Norm zuriickkehrt. 


Blutsedimentierung. 


Sehr interessant ist die beim ersten und zweiten Kaninchenversuc! 
sichtbar werdende Tatsache, daB die zur Blutsenkung mit Natrium- 
citrat proportionsmaBig gemischte Blutsaule in toto koagulierte. Es 
ware naheliegend, diese Erscheinung der Vermehrung der Calciummenge 
des Blutes zuzuschreiben. Jedoch bei weiterer Betrachtung der Tabelle 
erhalten wir kein einheitliches Bild. Manchmal seben wir eine etwas 
verlangsamte Geschwindigkeit der Blutsenkung, aber es kommen 
auch Beschleunigungen vor, sowie Werte, die den vor der Luftver- 
diinnung gefundenen entsprechen. 

Einige Verfasser beschreiben eine beschleunigte Blutsenkung auf 
Einwirkung eines verringerten atmospharischen Druckes. Nach K yrten, 
Iasch waren der Grund der Beschleunigung der Blutsenkung die er- 
héhten Cholesterinwerte des Blutes, die von Schemenski und dann 
sehr deutlich von Griffel festgestellt wurden. Bayeux und Chevalier 
fanden auf dem Mont Blanc eine Zunahme des GesamteiweiBes des 
Blutserums gegeniiber dem Tiefland. Nach Weber und Schemenski 
stellt sich im Héhenklima eine Verringerung seiner Viskositat ein 
Diese Erscheinung kénnte man damit erklaren, daB sich die weniger 
viskosen Albumine vermehren auf Kosten der grobdispersen Globuline 
(Schemenski)!. Nicht einmal Schemenskis Untersuchungen fihrten zu 
einem einheitlichen Resultat, und wir beobachteten, wie schon erwahnt, 
teilweise sogar eine Verlangsamung der Blutsenkung. 


Wirkungen der Quarzbeleuchtung. 


Es ist ein altes Problem, ob die im Héhenklima sich vollziehende 
Regeneration der roten Blutkérperchen und des Hamoglobins schon 





1 Nach den Feststellungen von T6éth(17) ist die Abnahme der Blut- 
globuline im Hochgebirge und bei akuten Luftverdiinnungen nicht durch- 
gangig zu beobachten. Angedeutet war die Globulinverminderung beim 
Menschen, deutlicher bei Ratten bei Hochgebirgsaufenthalt, wahrend bei 
Ratten und Meerschweinchen ein Unterschied zwischen Héhe und Tiefland 
nicht deutlich war. 





allein | 
Sonne 
sind 21 
wir gle 
dehne! 
im Du 
fahrte 
auf §) 
minde 
Pferde 
fand t 
und F 
Grawti 
zustal 

E 
den ¢ 
regent 
Spans 
Blutr 
aktive 
aber 
bestré 
der ¥ 
und 3 


\ 
Verm 
positi 
betru 

] 
Die a 
sich 
wie | 
geset 
so Ze 
schle 

Inter 
zu e 


meh 


enge 
Es i 
empi 








ing 


pur 


m- 
Es 
ge 





Blutgerinnung und Blutplattchen bei Luftverdiinnung. 311 


allein durch die Héhenlage oder aber auch durch die Mitwirkung der 
Sonnenstrahlung hervorgerufen wird. Die Meinungen der Verfasser 
sind ziemlich verschieden. Unter Wirkung der Sonnenstrahlen miissen 
wir gleichzeitig eine Warme- und Lichtwirkung verstehen. Im Lichte 
dehnen sich die Hautkapillaren aus, wahrend bei langerem Aufenthalt 
im Dunkeln eine eigentiimliche Blasse auftritt. (Loewy zitiert Polar- 
fahrten.) Dagegen wurde bei den Mitgliedern der durch Gyllencreutz 
auf Spitzbergen geleiteten Expedition in der Polarnacht keine Ver- 
minderung des Hamoglobins wahrgenommen. Schdnenberger untersuchte 
Pferde, die seit 10 bis 24 Jahren in Bergwerken gearbeitet hatten und 
fand bei diesen ebenfalls keine Andmie vor in dem Sinne, daB Farbstoff 
und Blutzellen vermindert gewesen waren. Dagegen soll nach Oerum, 
Grawitz, Bering im Dunkeln eine Verminderung des Gesamtblutes 
zustande kommen. 


Bei andmisierten Hunden machte Kestner die Erfahrung, daB bei 
den der Lichtwirkung ausgesetzten Tieren eine beschleunigte Blut- 
regeneration zustande kam. Diese Feststellung wird durch Meyer, 
Spannut bekraftigt. Hobert ist der Ansicht, daB die beschleunigte 
Blutregeneration von der infolge der Bestrahlung auftretenden re- 
aktiven Knochenmarkreizung herriihrt. M. Levi und R. Gassull haben 
ber eine Woche depilierte Maiuse mit der Quarzquecksilberlampe 
bestrahlt. Danach untersuchten sie die Organe und fanden Hyperamie 
der Milz der Lungen und der Nieren, sowie im Lebergewebe Nekrosen 
und zahlreiche Megakaryocyten. 


Wir fanden, wie aus der Tabelle II ersichtlich ist, eine auffallende 
Vermehrung der Thrombocyten. Diese Vermehrung war der deutlichste 
positive Befund bei der Bestrahlung. Die Zunahme der Thrombocyten 
betrug in Versuch 3 61°, in Versuch 4 30°,,, in Versuch 5 101°... 


Dagegen war eine Vermehrung der Erythrocyten nicht ersichtlich. 
Die anscheinende Vermehrung der Erythrocyten im Versuch 3 erklart 
sich aus der Nachwirkung der vorangegangenen Luftverdiinnung, 
wie aus dem allmahlichen Abfall der Erythrocytenzahl trotz fort- 
gesetzter Bestrahlung hervorgeht. Was die Gerinnungszeit betrifft, 
so zeigt sie sich bei den drei untersuchten Tieren einmal maBig be- 
schleunigt, zweimal nicht deutlich beeinfluBt. Es ist méglich, daB die 
Intensitat der Bestrahlung nicht ausreichte, um ein klares Ergebnis 
zu erzielen. 


Auffallend ist hier aber, daB, trotzdem die Zahl der Thrombocyten 
mehr oder weniger stark gesteigert war, wir nicht die angenommene 
enge Beziehung zwischen Gerinnungszeit und Blutplattchenzahl fanden 
Es ist leicht méglich, daB die Megakaryocyten des Knochenmarkes 
empfindlicher sind als die die Erythrocyten erzeugenden Herde. 
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Auch Berner hat nach seinen Mitteilungen keine unter Quar7. 
bestrahlung stattgefundene Vermehrung des Hamoglobins und de: 
roten Blutkérperchen beobachtet. 

Beziiglich der Blutsenkungsgeschwindigkeit und der Blut. 
gerinnungszeit hat die Quarzbestrahlung nach unseren Beobachtungen 
keine Veranderung hervorgerufen. 


Zusammenfassung. 


Mit seltenen Ausnahmen fand sich eine Verkiirzung der Ce- 
rinnungszeit unter Luftverdiinnung. Dabei war die Thrombocytenzah| 
nicht nur absolut, sondern auch relativ — im Verhaltnis zur Erythro- 
cytenzahl —- vermehrt. Die Gerinnungszeit blieb lange nach der Ver- 
diimnung verkiirzt, dagegen kehrte die Zahl der Thrombocyten friiher 
zur Norm zuriick. Die Blutsedimentierungszeit war nicht einheitlich 
beeinfluBt. 

Unter Quarzlampenbestrahlung nahm die Zahl der Thrombocyten 
zu, wahrend die Erythrocytenzahl nicht vermehrt war. Die Ge. 
rinnungszeit zeigte sich nicht deutlich beeinfluBt, so daB hier ein 
Parallelgehen beider GréBen nicht bestand. 


Zum SchluB danke ich Herrn Prof. A. Loewy fiir die Anregung zu 
dieser Arbeit, seine guten Ratschlage und seine wertvolle Hilfe bei der 
Ausarbeitung, 
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Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


XXIII. Mitteilung: 
Uber die Ursache der Ungerinnbarkeit des Blutes im Peptonshock. 


Von 


Bernhard Stauber und Konrad Lang. 
(Aus der Stadtischen Krankenanstalt Kiel.) 
(Eingegangen am 15. April 1930.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 


Uber die Ursachen des Ungerinnbarwerdens des Blutes im ex- 
perimentellen Peptonshock liegen zahlreiche Untersuchungen vor, ohne 
daB bis jetzt eine endgiiltige Klarheit in dieser Frage gewonnen werden 
konnte. Die Thrombinlehre versuchte die Ungerinnbarkeit des Pepton- 
blutes auf eine durch die Peptoninjektion bewirkte vermehrte Aus- 
schiittung von Antithrombin in die Blutbahn zuriickzufiihren. Dabei 
wurde der Sitz der Antithrombinbildung zunachst in die Leber verlegt. 
Diese Annahme muBte indessen bald fallen gelassen werden, indem es 
sich zeigte, daB ein Peptonshock auch nach Ausschaltung der Leber, 
sei es durch Anlegung einer Eckschen Fistel, sei es durch Exstirpation 
der Leber, hervorgerufen werden kann. Zudem lehrte auch eine ge- 
nauere Analyse der Peptonwirkung auf den Kreislauf, da8 beim Hunde 
im Shock der BlutabfluB aus der Leber hochgradig gedrosselt ist, wobei 
es zu einer enormen VergréBerung des Organes und zu einem Druck- 
anstieg in der Pfortader kommt. 

Es soll hier auch kurz eine Mitteilung von Doyon und Gautier! erwihnt 
werden, denen es gelang, durch Injektion von Pepton in den ductus chole- 
dochus einen typischen Peptonshock mit Blutdrucksenkung und Ungerinn- 
barwerden des Blutes zu erzielen. Da die Leber nach all diesen Befunden 
nicht mehr gut als Antithrombinquelle in Betracht kam, wurde die Bildung 
dieses Hemmungské6rpers in andere Organe verlegt; so soll z. B. die Lunge 
in dieser Hinsicht wirksam sein, besonders aber komme den GefaBendothelien 
die Fahigkeit zu, Antithrombin abzugeben. Da die Existenz und ver- 
mehrte Ausschiittung eines solchen Antithrombins allein nicht geniige, 
um die Aufhebung der Blutgerinnung im Peptonshock zu erkliren, wurde 


' Compt. rend. de Biol. 64, 149, 1908. 
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auch von den Anhangern der Thrombinlehre erkannt, und so wurde ein zweiter 
Angriffspunkt der Peptonwirkung erértert, nimlich die Verhinderung der 
Thrombinwirkung. Nach Entdeckung des Heparins durch Howell wurde 
dann diese gerinnnungshemmende Substanz als Ursache der Ungerinn 
barkeit des Blutes im Peptonshock in den Vordergrund gestellt, zumal aus 
Peptonblut Heparin isoliert werden konnte'. Die Hauptproduktion ces 
Heparins wurde in die Leber verlegt. Das Heparin soll nun einerseits di: 
Thrombinbildung hemmen, andererseits aber aus einem im Plasma vorhan 
denen unwirksamen Proantithrombin wirksames Antithrombin entstehen 
lassen, welch letzteres dann etwa vorhandenes Thrombin neutralisiere. 

Gegen eine derartige Deutung der Vorgange, die zu der Hemmung 
der Blutgerinnung im Peptonshock fiihren, lassen sich schwerwiegende 
Bedenken auBern. Zunichst ist die Howellsche Ansicht durchaus kein 
Fortschritt, da ja zum mindesten der Schwerpunkt des Geschehens wieder 
in die Leber zuriickverlegt wird, wahrend ein Peptonshock doch auch 
ohne Leber auslésbar ist. Dann ist es ja eine bekannte und von vielen 
Autoren bestitigte Tatsache, daB ein derart ungerinnbares Peptonblut 
schon durch die geringfiigigsten Eingriffe, wie Verdiinnen mit Wasser, 
Versetzen mit duferst schwacher Essigsiure, Einbringen in eine CO,. 
Atmosphare u. a.m. rasch und vollstandig zur Gerinnung zu bringen 
ist. Es miBten also diese wenig eingreifenden Momente entweder eine 
plétzliche Thrombinbildung auslésen, oder die als recht fest zu denkende 
Antithrombin-Thrombinverbindung spalten, was in vielfachem Wider- 
spruch zu anderen Angaben der Thrombinlehre steht. Einen anderen 
Einwand bringen die Untersuchungen von Pickering und Hewitt?. Diese 
Autoren konnten zeigen, daB es unter bestimmten Kautelen gelingt 
auch in vitro das Blut durch Pepton ungerinnbar zu machen, und dies 
mit Dosen von der gleichen GréBenordnung, wie die im Tierexperiment 
iblichen. Von einer Heparinausschiittung kann unter solchen Um- 
sténden nicht gut die Rede sein. Auch halten die genannten Autoren 
die kiinstlichen Leberdurchstrémungsversuche, auf Grund derer die 
Lehre von der Antithrombinbildung in der Leber aufgestellt wurde, 
keineswegs fiir beweisend und einer strengen Kritik nicht standhaltend. 
Auch die in neuester Zeit von v. Falkenhausen und Fuchs* gegebene 
Deutung der Blutgerinnung auf Grund immunbiologischer Anschauungen, 
vermag keineswegs eine befriedigende Erklirung der beim Peptonshock 
zu beobachtenden Tatsachen zu geben. 

In einer Reihe von Mitteilungen* haben wir die engen Beziehungen 
zwischen der Blutglykolyse und der Blutgerinnung dargelegt und an 
einem groBen experimentellen Material gezeigt, daB die Gerinnungs- 


1 King. Americ. Journ. of Physiol. 57, 444, 1921. 

2 Proc. of the roy. soc. Nr. B 93, 98, 367, 1922. 

3 Fuchs, Klin. Wochenschr. Nr. 6, 1930. Daselbst Literaturiibersicht. 
4 Diese Zeitschr. 179, 70, 1926; 191, 374, 1927; 212, 16, 1929. 
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geschwindigkeit von dem Ausmab der Glykolyse abhangig ist, derart, 
daB eine intensive Glykolyse eine Verkiirzung der Gerinnungszeit be- 
dingt, und umgekehrt eine Bremsung der Glykolyse eine Verzégerung 
bzw. eine véllige Aufhebung der Blutgerinnung zur Folge hat. Im be- 
sonderen haben wir den Nachweis gefiihrt, daB gerinnungshemmende 
Stoffe, neben physikalisch-chemischen Verinderungen der Bluteiweib- 
kérper, durch ihre Hemmung der Glykolyse in das Geschehen bei der 
Blutgerinnung eingreifen. Auch konnten wir die Entbehrlichkeit des 
Thrombinbegriffes fir die Blutgerinnung dartun und den Nachweis er- 
bringen, daB das Thrombin ein Kunstprodukt auf Grund seiner Dar- 
stellung ohne jede biologische Bedeutung ist. Diese unsere experimentell 
gewonnenen Anschauungen tiber das Wesen der Blutgerinnung haben 
wir dann an dem klinischen Bild der Hdmophilie bestdtigt gefunden. 

Es war uns bemerkenswert, daB schon in einer alteren Arbeit Doyon 
und Sarvonat! mitteilen, daB im Peptonblut keine Glykolyse nachweisbar 
sei. Damit war fiir uns schon die Erklarung der Ungerinnbarkeit des 
Blutes im Peptonshock gegeben, wir hielten es aber fiir notwendig, diesen 
Befund durch eigene Versuche nachzupriifen und zu erweitern. Dab 
der Glykolysehemmung fiir die Aufhebung der Blutgerinnung im Pepton- 
blut eine ausschlaggebende Bedeutung zukommt, war auch durch Er- 
gebnisse anderer Autoren wahrscheinlich gemacht. Ganz besonders 
durch die vielfach bestatigten Angaben von Pickering?, daB durch Er- 
héhung der CO,-Tension im Blute nach Injektion von Pepton keine 
Verzégerung der Blutgerinnung auftritt, wahrend alle anderen typischen 
Peptonwirkungen erhalten bleiben. DaB aber gerade die Kohlensdure 
das stirkste physiologische Stimulans der Blutgerinnung ist, haben wir 
in vielen Versuchen schon nachgewiesen. 

Fiir unsere Versuche verwendeten wir ausschlieBlich Hunde. Alle 
Eingriffe geschahen in Somnifennarkose. Als Indikator der Peptonwirkung 
und zur Festlegung der Zeiten fiir die Blutentnahmen diente uns die graphi- 
sche Registrierung des Blutdruckes in der Carotis. Die Blutproben wurden 
aus der A. femoralis entnommen. Die verwendete Peptondosis betrug in 
allen Versuchen 0,1 g pro Kilogramm. Fiir die Versuche mit Atmung von 
CO,-Luftgemischen schlossen wir die Versuchstiere nach Tracheotomie an 
den H. Meyerschen Atmungsapparat an. Die naheren Daten iiber die 
CO,-Konzentration und das Atemvolumen sind in den Tabellen bei den 
einzelnen Versuchen vermerkt. Zur Blutzuckerbestimmung verwendeten 
wir die Methode von Hagedorn-Jensen, den Milchsiuregehalt ermittelten wir 
nach Dische-Laszlo. Die Eiwei8kérper wurden gravimetrisch nach Star- 
linger bestimmt. Die py-Messungen erfolgten in der U-Elektrode mit der 
Gaskette, die Bestimmung der Alkalireserve wurde nach van Slyke volu- 
metrisch durchgefiihrt, fiir Bestimmung des Amino-N bedienten wir uns der 
kolorimetrischen Methode von Folin. 


1 Soc. Biol. 74, 779, 1913. 
3. 8. 
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Blutgerinnung. 


Die oben erwahnte Angabe 
m Doyon und Sarvonat, daB nach 
Peptoninjektion keine Glykolyse im 
Blute nachweisbar ist, kénnen wir 
auf Grund unserer Versuche vollauf 
bestatigen. In Tabelle I sind die 
diesbeziiglichen Daten zusammen- 
gestellt. Die in dieser Tabelle 
niedergelegten Werte wurden so er- 
mittelt, daB dem Tiere zuniachst 
Blut entnommen wurde (= Ent- 
nahme 1), und sofort und kurz vor 
der Gerinnung in dieser Blutprobe 
der Zucker- und Milchsaiuregehalt 
ermittelt wurde. In dieser ge- 
rinnenden Blutprobe ist eine deut- 
liche Glykolyse nachweisbar. Dann 
wurde Pepton intravenés injiziert 
und, wenn der Blutdruck seinen 
tiefsten Punkt erreicht hatte, wieder 
Blut zur Analyse entnommen 
(== Entnahme 2), desgleichen spater, 
wenn der Blutdruck wieder im 
Steigen war (= Entnahme 3) und 
endlich, wenn der Blutdruck wieder 
ungefihr seine urspriingliche Héhe 
erreicht hatte ( Entnahme 4). 
Uber die ungefihren Zeiten der 
Entnahmen, wie wir sie in allen 
Versuchen eingehalten haben, orien- 
tiert die beigefiigte Abb. 1. In dem 
Blute der Entnahmen 2, 3 und 4, 
die ungerinnbar waren, lieB sich 
beim Stehen ein nur minimaler 
Zuckerabbau und dementsprechend 
auch eine nur minimale Milch- 
siurebildung nachweisen, so dab 
sich also eine starke Hemmung 
der Glykolyse  ergibt. Es ist 
demnach auch im Peptonshock dic 
Ungerinnbarkeit des Blutes durch 
die Hemmung der Glykolyse  be- 
dingt. 
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Die Wirkung der Einatmung von Kohlensaure-Luftgemischen a 
die Gerinnung des Peptonblutes studierten wir in zwei verschied: 
angelegten Versuchen. Einmal indem wir zuerst Kohlensaure atm: 
lieBen und erst nach 45 Minuten langer Einwirkung der CO, Pepto 
injizierten, das andere Mal wurde zuerst Pepton injiziert und erst na 
dem Blutdrucksturz mit der Kohlenséiureatmung begonnen. Diese, 
letzteren Versuch gibt Abb. 1 wieder. In beiden Versuchen enthieli 
die Luft 20°,, CO, beigemischt. Das Ergebnis der beiden Versuche ist in 
Tabelle II zusammengestellt. Es zeigt sich, daB in dem ersten Versuch 
eine Gerinnungsverzégerung durch die Peptoninjektion iiberhaupt nicht 
zur Ausbildung gelangt, im Gegenteil durch die Kohlensaure eine enorme 
Gerinnungsbeschleunigung erzielt wird. Parallel zu dieser Beschleunigung 
der Blutgerinnung ist, wie die Tabelle lehrt, die Glykolyse gesteigert. 
Diese Férderung der Glykolyse zeigt sich erst richtig in ihrem vollen 
AusmaB, wenn man das zeitliche Moment mitberiicksichtigt, wie wir 


Tahbelle II. 


Die Glykolyse im Peptonblut bei gleichzeitiger Atmung von CQ,. 





Ent- Versuch 1 Versuch 2 
nahune ; (Hund ¢ 25 kg) _ (Hund g 30 kg) 
Zuerst COo,dannPepton Zuerst Pepton, dannC 0 
Gerinnungszeit .... 7’ 30" 8’ 30" 
Zucker sofort. . .. . 132 122 
1 Zucker gerinnend . . . 125 117 
. Milchsaure sofort . . . 15.3 22.0 
Milchsaéure gerinnend . 15,7 23.6 
eet aes ae ty kg 7,07 7,38 
Gerinnungszeit ... . 4’ 30” ungerinnbar 
Zucker sofort. ... . 134 114 
9 Zucker gerinnend . . . 129 113 (nach 30) 
Z Milchsaure sofort .. . 14,8 25,4 
Milchsaure gerinnend . 15,2 25,3 nach (30’) 
eae. Mow ek 6,97 7,38 
Gerinnungszeit .... 2’ 20” 12’ 00” 
Zucker sofort. . . .. 138 135 
3 Zucker gerinnend. . . 134 131 
5 Milchsaure sofort . . . 18,8 28.8 
Milchsaure gerinnend . 19,3 30,8 
ee a gta as 6.95 6,89 
Gerinnungszeit . .. . 1’ 30” 11’ 30” 
Zucker sofort. . . . . 142 
4 Zucker gerinnend . . . — 136 
: Milchsaure sofort . . . — 26.5 
Milchsaure gerinnend — 29.5 
ORE oe a plier oats 6,90 6,84 





Zucker- und Milchséurewerte in mg-°,. Das Atemvolumen betrug in 
beiden Versuchen 6 Liter pro Minute. Die Luft enthielt 20°, CO, bei 
gemischt. 
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. folgendem Beispiel kurz aufweisen wollen: In Versuch 1 dieser Tabelle 
wurde im Blute der ersten Entnahme innerhalb 7 Minuten 30 Sekunden 
7mg-°,, Zucker zerstért und die Milchsiure nahm um 0,4 mg-%, zu, 
im Blute der dritten Entnahme dagegen schon innerhalb 2 Minuten 
20 Sekunden 4 mg-°,, Zucker abgebaut und die Milchsiurezunahme be- 
trug 0,5 mg-°,,. Dieser Versuch beweist aufs neue die grofe Bedeutung 
der CO, fiir die Blutgerinnung als das wichtigste Stimulans derselben, und 
wir werden an anderem Ort anlaBlich der Besprechung der Pathogenese 
der spontanen Venenthrombose noch tiberzeugendere Beweise dafiir er- 
bringen. Im zweiten Versuch begann die Kohlensiureatmung erst zu 
einer Zeit, als die volle Wirkung der Peptoninjektion auf die Blut- 
gerinnung schon eingetreten war. Aber auch hier vermochte die CO, 
schon nach kurzem die Blutgerinnungszeit nahezu auf den Ausgangswert 
herabzudriicken. Gleichzeitig mit der Wiederherstellung der Ge- 
rinnungsfahigkeit des Blutes tritt die in dem ungerinnbaren Blute der 
Entnahme 2 unme8bar kleine Glykolyse wieder in alter Starke auf. Als 
Indikator der CO,-Anhaufung haben wir, wie auch in dem vorher- 
gehenden Versuche, die py-Werte des Blutes ermittelt. Auch in 
diesen beiden Versuchen finden wir wieder die Parallelitdt zwischen 
Blutglykolyse und Blutgerinnungszeit bestdtigt. Damit haben wir ein- 
deutig die Ursachen der Ungerinnbarkeit des Blutes im Peptonshock 
aufgedeckt. 

Weiterhin interessierten uns aber auch einige andere Fragen den 
Blutmechanismus im Peptonshock betreffend. Da® durch eine Pepton- 
injektion tiefgehende Umwalzungen in der chemischen Zusammensetzung 
des Blutes bewirkt werden, die sich vor allem in einer Verschiebung 
des Saure-Basengleichgewichtes nach der sauren Seite zu auBern, ist 
bekannt. Eggstein' fand, daB bei Hunden im Peptonshock der Blut- 
drucksenkung parallel die Alkalireserve abnimmt, um, falls es nicht 
zum Exitus im Shock kommt, innerhalb etwa 6 Stunden wieder zur 
Ausgangshéhe anzusteigen. Durch Vorbehandeln der Tiere mit Bi- 
carbonat, das die CO,-Kapazitat des Blutes erhéht, laBt sich eine 
stirkere Azidose im Shock vermeiden, ohne daB dadurch aber die anderen 
Shocksymptome beeinfluBt werden. Menten? verdanken wir die Be- 
obachtung, daB diese Azidose sogar zu einer py-Verschiebung im Blute 
fiihren kann, wobei diese Verschiebung parallel zur Hohe der injizierten 
Peptondosis in Erscheinung tritt. So konnte Menten in einem Versuch 
nach der Riesendosis von 2,11 g Pepton pro Kilogramm ein Blut-py von 
6,94 messen. Diese Befunde kénnen wir bestatigen, wobei wir auf 
Tabelle III verweisen. Entsprechend der von uns gewahlten Dosis von 


1 Journ. of laborat. a. clin. med. 6, 491 u. 555, 1921. 
2 Journ. of biol. Chem. 48, 383, 1920. 
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Tabelle Ill. 


Alkalireserve und py des Blutes beim Peptonshock. 





Versuch 1 Versuch 2 
Entnahme —————— 
Alkalireserve Pa Alkalireserve Pu 
3 59,2 7,29 59.4 7,34 
2. 504 7,25 44,7 7,31 
3. 43,1 7,24 


0,1 g pro Kilogramm sind diese py- und Alkalireserveverschiebungen in 
unseren Versuchen natiirlich nicht so hochgradig. 


Von ganz besonderer Wichtigkeit schien es uns, das Verhalten 
der BluteiweiBkérper nach einer Peptoninjektion zu studieren. Be 
sonders deshalb, weil das Peptonblut schon geringfiigigen Eingriffen 
gegentiber, wie Verdiinnen mit Wasser oder Versetzen mit sehr schwachen 
Sauren, sich als 4uBerst instabil erweist, wobei es teils zu Gerinnungs 
erscheinungen, teils zu Ausfallungen kommt. Tabelle IV gibt das 
Ergebnis unserer EiweiBanalysen wieder. Im Eiweibgehalt finden 
wir teils Ab-, teils Zunahmen. Dagegen iibereinstimmend in allen 
Versuchen eine Verschiebung der Eiweibfraktionen nach der Globulin- 
seite, die recht erheblich ist. Methodisch sei noch bemerkt, daB diese 


Tabelle IV. 
Verhalten der SerumeiweiBkérper im Peptonshock. 


EiweiBkérper in °,; Amino-N in mg-°%%. 





Entnahme Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 

GesamteiweiB . . . . 5,49 5,98 6,02 5,74 

| See ee 4,23 1,38 3,73 4,57 

3. Glohulm ...... 1,26 4,60 2,29 1,17 
| Globulin relativ. . . 22.9 76.9 38,0 20,4 
pe 6,3 7,0 - 4.6 
GesamteiweiB. . . . 4.93 5.71 5 5.79 

| ee ee 3,19 1,35 4.54 

2. eee 1,74 4.36 2.2 1,25 
| Globulin relativ. . . 35,5 76.3 413 21.6 
re 6.6 8,0 4.3 
Gesamteiweil . ie 4.86 6,35 5,72 5,99 

| OTE ee wt 2.48 1.38 3,16 3,26 

8. OS ee ae 2.38 4.97 2.56 2.78 
| Globulin relativ. . 48,9 78,3 44,7 45,6 
a 8,1 7,5 ~- 5.5 
GesamteiweifB. . . . - 6,49 5.76 6.10 

| Albumin - 1,15 3,29 3,32 

4. Globulin facet De 5,34 2,47 2.78 
| Globulin relativ. . . — 82.3 42.9 45,6 
SS rr -- 7,0 4.9 
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Blutgerinnung. 


\nalysen im Serum durchgefihrt 
vurden, zu welchem Zwecke wir 
las an und fiir sich ungerinnbare 
Peptonblut durch Einbringen in 
eine CO,-Atmosphare zur Ge- 
rinnung gebracht hatten. Die 
Fibrinogenfraktion ist also in 
keiner unserer Versuchszahlen 
mitenthalten. Das Einbringen 
von Blut in vitro in eine CQ,- 
\tmosphare keine Verschiebung 
der einzelnen Eiweibfraktionen 
bewirkt, war uns aus eigenen 
Versuchen bekannt. Von Popper! 
liegt eine Arbeit mit dem gleichen 
Ergebnis vor. Diese Globulin- 
vermehrung, also Zunahme der 
labileren EiweiBkorper, erklart 
zur Geniige das leichte Ausfallen 
von EiweiBniederschligen _ bei 
Versetzen mit schwachen Sauren 
(z. B. n/100 Essigsiure) oder 
Verdiinnen mit Wasser. Ist es 
doch eine bekannte Methode, die 
Globuline aus dem Serum durch 
Ansiuern mit schwacher Essig- 
siure und nachfolgender starker 
Verdiinnung mit Wasser zu iso- 
lieren. Hier, entsprechend der 
groBen Zunahme der labilen Frak- 
tion, gelingt dies schon durch 
geringere Zusaitze. Dab auch die 
chemische Zusammensetzung der 
KiweiBkérper nach der Pepton- 
injektion geandert wird, soll in 
anderem Zusammenhange mitge- 
teilt werden. Aus der Tabelle IV 
ist noch zu ersehen, da der 
Gehalt des Blutes an Amino-N 
im Peptonshock ansteigt, um 


1 Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. 
65, 141, 1929. 
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dann mit der Zeit wieder abzufallen. Wir teilen diesen Befund m 
ohne daraus Schliisse ziehen zu wollen. 

Zum SchluB méchten wir noch kurz tiber einen Versuch berichte 
den wir unternommen haben, um festzustellen, ob etwa der Pepton- 
shock wie der anaphylaktische Shock! durch eine vorherige Germanin- 
injektion unterdriickbar sei. In Abb. 2, die die Blutdruckkurve dieses 
Versuchs wiedergibt, ferner aus den Daten der Tabelle V ist zu ersehe: 
daB dieser Versuch vollig negativ ausfiel. Wir méchten aber an diese: 
Stelle auf die py-Verschiebung nach der alkalischen Seite durch das 
Germanin aufmerksam machen, die eine Bestatigung der Resultate 
einer friiheren Arbeit darstellt. Auch méchten wir in diesem Versuch 
auf die Wirkung der CO, hinweisen, der es trotz Germanin und trotz 
der Peptoninjektion gelang, die Gerinnbarkeit des Blutes wieder- 
herzustellen. 

Uberblickt man unsere Versuchsergebnisse, so laBt sich erkennen, 
daB durch Ersatz der hypothetischen Férderungs- und Antikdérper durch 


klarere und vor allem mit exakter Methodik meBbare GréBen auch die fiir 


die Thrombinlehre unerklarliche Blutgerinnungshemmung im Pepton- 
shock eine eindeutige und befriedigende Aufklarung erfahrt. Die 
Gerinnungshemmung im Peptonblut ist durch die Aufhebung der Glykol ys 
in demselben bedingt, was eine neue Stiitze fiir die von uns schon an 
vielen Beispielen bewiesene Auffassung von dem Wesen der Blut- 
gerinnung ist. 

Tabelle V. 


Germaninversuch. 





Gerinnungszeit 


Entnahme y) Bemerkung 
Min. PH 
1. 10 7,39 Hund 2kg. co. 1,0 g Germanin intr 
2. 30 7,46 venis 
8. ungerinnbar 7,44 
4. 25 — 


Zusammenfassung. 

Es konnte gezeigt werden, daB: 

1. im Blute von Hunden im Peptonshock keine Glykolyse nach- 
weisbar ist in Bestatigung der Befunde von Doyon und Sarvonat. Diese 
Hemmung der Blutglykolyse bedingt die Ungerinnbarkeit des Pepton- 
blutes; 

2. durch CO,-Atmung die Glykolyse wieder in Gang gebracht 
wird, wodurch das Peptonblut seine Gerinnungsfahigkeit wiedererhalt 


1 Makarowa und Zeiss, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. u. experim. The: 
47, 1926. 
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Blutgerinnung. XXIII. on 


3. die SerumeiweiBkérper durch eine Peptoninjektion nach der 
Globulinseite zu verschoben werden; 

4. der Peptonshock durch vorherige Germanininjektion nicht 
unterdriickbar ist; 
5. daB Blutdrucksenkung und Hemmung der Blutgerinnung im 
Peptonshock in keinem Zusammenhang miteinander stehen, da trotz 
Verhitung von Gerinnungsstérung durch CO,-Atmung die Blutdruck- 
senkung nach intravenéser Peptoninjektion in gleicher Weise eintritt. 


Herrn Dr. Jochims und Frl. Untiedt, deren Hilfe wir uns bei diesen 
Versuchen zu erfreuen hatten, sind wir zu groBem Dank verpflichtet. 
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Uber die Bildung und Aufspaltung von Phosphorsiureestern in 
der Muskulatur in Gegenwart von Fluorid, Oxalat, Citrat und 


Arseniat. I. 
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I. Einleitung. 


Zu einer eingehenderen Untersuchung des P-Umsatzes im biologi- 
schen Zellstoffwechsel standen bis vor kurzem nur Methoden zur Ver- 
figung, die auf der Bestimmung des P-Gehalts nach der mehr oder 
weniger vollstandigen Isolierung dieser Verbindungen, verbunden 
mit der Bestimmung der Reduktionskraft und der optischen Drehung 
beruhten. Als ein weiteres Charakteristikum erwies sich die Abspaltungs- 
geschwindigkeit der Phosphorsiure aus diesen Verbindungen als 
o-Phosphorséure bei der Saurehydrolyse, da die Konstante derselben 
bei einigen zellphysiologisch wichtigen P-Substanzen geniigend groBe 
Unterschiede besitzt, um den Gehalt an diesen bequem ermitteln zu 
lassen'. AuBer den Guanidinophosphorséuren kommen fiir diese Art 
der Bestimmung vorwiegend die Pyrophosphatfraktion und die Harden- 
Youngsche Hexosediphosphorsaure in Betracht, von denen die eine 
unter den als Standard gewahlten Bedingungen —- Hydrolyse in n HCl 
im kochenden Wasserbad — innerhalb 7 Minuten, die andere in 
3 Stunden aufgespalten wird, wihrend der Robison sche und der Embden- 
sche Hexosemonophosphorsaureester ungleich schwerer hydrolysierbar 
sind. Die Hydrolysemethode besitzt den Vorteil, daB in vielen Fallen 
auf die Isolierung einer bestimmten Fraktion verzichtet und der ent- 
eiweiBte Versuchsansatz ohne weiteres der Bestimmung zugefiihrt 
werden kann. Die Methode eignet sich besonders zur Identifizierung 
von P-Verbindungen, wenn sie mit der Bestimmung der obengenannten 
chemischen und physikalischen Eigenschaften kombiniert wird. 


Bei ihrer systematischen Anwendung auf das biologische Ver- 
halten der Hexosediphosphorséure und der anderen Kohlenhydrat- 
phosphorsaureester wurden einige Punkte gefunden, die die Fahigkeit 
der Muskelenzyme zu mannigfaltigster Synthese und Umwandlung 
von Phosphorséureverbindungen zeigen. Die erste Beobachtung war 
die enzymatische Umwandlung der Harden-Youngschen Hexosedi- 
phosphorsaure in Gegenwart von Fluorid in einen schwerer hydrolysier- 
baren Ester, die zweite, die in einer folgenden Mitteilung von Lipmann 
und Lohmann beschrieben wird, die spontane Umwandlung des Harden- 
Young-Esters (in Abwesenheit von Fluorid) in einen ebenfalls schwer 
hydrolysierbaren Ester. Die erste Beobachtung erforderte insbesondere 
auch aus dem Grunde eine naihere Untersuchung, da Embden und seine 
Mitarbeiter? aus WarmbliitermuskelpreBsaft nach Zusatz von Glykogen 
und Fluorid die Harden-Youngsche Hexosediphosphorsiure erhalten 
hatten. Doch ist leicht mittels der Hydrolysemethode zu zeigen, dab 
sowohl mit dem Brei wie dem wasserigen Extrakt der Muskulatur von 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 202, 466, 1928. 
2 Vel. G. Embden und M. Zimmermann, H. 141, 225, 1924. 
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Kaninchen und Fréschen aus vorgebildetem wie aus zugesetztem 
Glykogen fast ausschlieBlich ein schwer hydrolysierbarer Ester entste|it 
Nur unter besonderen Bedingungen gelingt es, eine teilweise Bildung 
von Harden-Young-Ester zu erreichen. Auch die drei bekannten 
biologischen Hexosemonophosphorsaureester werden durch Fluorid 
unter Aufnahme von fast 1 Aquivalent anorganischem Phosphat in 
den schwer hydrolysierbaren Ester umgewandelt. Dem Fluorid ahnlich 
verhalten sich Oxalat und Citrat. 

In der vorliegenden ersten Mitteilung! soll die Kinetik der enzymati- 
schen Bildung und Aufspaltung der in Gegenwart von Fluorid sowie 
Oxalat und Citrat erhaltenen Phosphorsadureester beschrieben werden. 
in einer zweiten in Aussicht genommenen Untersuchung ist die chemische 
Natur dieser Ester zu behandeln. Bis dahin nenne ich sie, um nichts 
zu prajudizieren, den ,,schwer hydrolysierbaren Ester I‘, zum Unter. 
schied von dem spontan gebildeten ,,schwer hydrolysierbaren Ester ||" 
(vgl. Lipmann und Lohmann). Zunaichst mu’ daher noch die Frage, 
ob es sich bei dem ,,schwer hydrolysierbaren Ester I‘‘ um eine einheit- 
liche Verbindung handelt, offengelassen werden. 

Nach den bisherigen vorlaufigen chemischen Untersuchungen 
besitzt der wesentliche Teil des in Gegenwart von Fluorid aus Frosch- 
muskelbrei entstehenden Esters die ungefihre empirische Zusammen- 
setzung einer Hexosediphosphorséure. (Doch enthielten die ver- 
schiedenen Praparate noch stets einen Mindergehalt von etwa 5”, des 
P-Gehalts, berechnet fiir den C- und Ba-Gehalt.) Seine Erdalkalisalze 
sind zum Unterschied von denen des Harden- Young-Esters in Wasser 
léslich, wenn auch nicht so leicht wie die der biologischen Hexosemono- 
phosphorsaureester. Das schon kristallisierte Brucinsalz wird erst nach 
Zusatz von sehr viel Aceton zu der konzentrierten wasserigen Lésung 
des Alkaloidsalzes abgeschieden. Die Reduktionskraft der leichtest 
léslichen Anteile betragt nach den Zuckerbestimmungen von Bertrand, 
Hagedorn-Jensen und Willstdtter-Schudel nur 5 bis 12°, der aus dem 
P-Gehalt berechneten Hexose, ist also auffallig gering und méglicher- 
weise Beimengungen zuzuschreiben. Die Drehkraft wurde zu 0 bis 
+ 4° gefunden. Das Molekulargewicht lag nach der Gefrierpunkts- 
erniedrigung der wasserigen Lésung des Ba-Salzes noch etwas hoher, 
als sich fiir eine Hexosediphosphorsaure bei (der sicher nicht zutreffen- 
den) Annahme einer 100°,,igen Dissoziation des Ba-Salzes berechnet 
Bei der Hydrolyse in Saure fallt die Reduktionskraft, wenn auch sehr 
langsam, kontinuierlich ab. Bei der Destillation in 10n H,SO, eines 
weitgehend gereinigten Praparats, das unter der Einwirkung von Oxalat 
aus Froschmuskelbrei erhalten war, konnte im Destillat Methylglyoxa! 


' Eine vorlaufige Mitteilung erschien Klin. Wochenschr. 8, 2009, 192% 
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auch nicht spurenweise mit p-Nitrophenylhydrazin nachgewiesen 
werden!. Die beiden letzten Befunde sprechen also zum mindesten 
nicht fiir das Vorliegen eines Disaccharid- bzw. Triose-phosphorsaure- 
esters. 

Zusammen mit der fiir sich allein nicht beweiskraftigen Molekular- 
gewichtsbestimmung liegt also sehr wahrscheinlich eine C,-Ver- 
bindung vor. 


Die scheinbaren Dissoziationskonstanten entsprechen denen der 
Harden - Young-Saure. 


Methoden. Die Versuche sind in der Weise angelegt, daB die mit Tri- 
chloressigsiure erhaltenen Ausziige nach Zusatz des gleichen Volumens 
2n HCl im kochenden Wasserbad in zugeschmolzenen Réhrchen erhitzt 
wurden. Die gewahlten Hydrolysezeiten betrugen zumeist 7, 30, 90 und 
180 Minuten, dazu kommt noch die Bestimmung des ,,direkt bestimmbaren 
Phosphats“‘, wie ich die Summe von o-Phosphat und Guanidinophosphat 
genannt habe, und des Gesamtphosphats nach der Veraschung mit H,SO, 
und HNO, (V-Wert). Bei den geringen zur Bestimmung gelangenden 
P-Mengen in den Versuchsansatzen mit Fluorid ist es oft zweckmaBig, den 
Bestimmungen eine bekannte Menge o-Phosphat zuzusetzen. Der 7’-Wert 
dient zur Ermittlung des P der Pyrophosphatfraktion und seiner Eliminierung 
zur Berechnung der wahren Kohlenhydratveresterung. In Ausziigen von 
normalen Muskeln, wo der Gehalt an schwerer hydrolysierbaren P-Verbin- 
dungen verhaltnismaBig gering ist, liegt dieser Wert dem wahren Gehalt an 
Pyrophosphat ziemlich nahe. In Gegenwart gréBerer Mengen séurestabilerer 
P-Ester, insbesondere von Harden-Youngschem Hexosediphosphat und 
Neubergschem Ester, mu aber deren Aufspaltung in dieser Zeit beriick- 
sichtigt werden. Fiir den Harden-Young-Ester gilt nun die empirische 
Feststellung, daB unter den gewahliten Bedingungen in den ersten sieben 
Minuten der Hydrolyse dieselbe Menge anorganischen Phosphats wie 
zwischen 7 und 30 Minuten abgespalten wird. Hieraus ergibt sich eine 
ungefihre Bestimmung der Pyrophosphatfraktion in Anwesenheit dieses 
Esters. Fiir den Neubergschen Ester wire entsprechend der 15’- bis 20’- 
Wert statt des 30’-Wertes zu nehmen. 

Oft empfiehlt es sich aber, insbesondere bei starkerer Veresterung, 
vor allem aber in Versuchen mit Muskelextrakt, wo der P-Gehalt der Pyro- 
phosphatfraktion an und fiir sich gering ist, statt der arithmetischen Korrek- 
tur eine graphische vorzunehmen, indem man die aufgezeichnete Hydrolyse- 
kurve riickwarts iiber den 7’-Wert auf die Nullinie verlangert. Diesen 
graphisch oder arithmetisch ermittelten Wert, der in den Abbildungen fiir 
die Hydrolysezeit Null eingezeichnet ist, nenne ich den korrigierten Nullwert ; 
er ist in den Tabellen neben dem wirklich gefundenen Wert fiir das direkt 
bestimmbare Phosphat aufgefiihrt. Das zwischen dem korrigierten Nullwert 
und 180 Minuten langer Hydrolyse abgespaltene Phosphat ist der ,,leichter 
hydrolysierbare‘‘ Anteil ( A{gp»), die dann noch nicht aufgespaltenen P-Ver- 
bindungen, also die Differenz von Veraschungswert und 180’-Wert, der 
»Schwerer hydrolysierbare“ Anteil (ay). Zu dem leichter hydrolysier- 
baren Anteil gehért also fast die Gesamtmenge etwa vorhandenen Harden- 


1 Neuberg, Farber, Levite und Schwenk, diese Zeitschr. 88, 244, 1917. 








328 K. Lohmann: 


Young- und der gréBte Teil (80 bis 90°) des Neuberg-Esters, sowie e 

bestimmter Anteil der schwerer hydrolysierbaren P-Verbindungen, der etwa 
10 bis 25°, je nach der Natur des Esters betragt. Die Korrektur des Nu 

wertes ist im allgemeinen nur fiir den Anfangswert des frischen Ferment. 
praparats und fiir die kiirzeren Inkubationszeiten erforderlich, da die Pyr: 

phosphatfraktion bei langerer Inkubation aufgespalten wird. Zu beachte: 
ist, daB diese Aufspaltung in Gegenwart von Fluorid erheblich beschleunigt 
wird, mit Ausnahme der n/10-Konzentration, die einen hemmenden Ein 
fluB ausiibt. Die friihere Beobachtung!, daB héhere Konzentrationen vo: 
o-Phosphat die Aufspaltung der Pyrophosphatfraktion verzégern, kann jetzt 
auf Grund der vorliegenden Versuche dahin erweitert werden, da® auc! 


Glykogen, Starke und die biologischen Hexosephosphorsaureester diese 


Verzéogerung herbeifiihren. 


Der EinfluB des Fluorids, Oxalats und Citrats ist von Embden 
und seinen Schiilern in zahlreichen Arbeiten untersucht worden” 
Aus diesen Versuchen, die unter den verschiedensten Bedingungen 
an frischen und gealterten Muskelbrei- und MuskelpreBsaftpraparaten 
gemacht wurden, sind bestimmte Schliisse auf die ionale Beeinflussung 
des Lactacidogenstoffwechsels gezogen worden. Doch ist die Voraus- 
setzung dieser Versuche nicht zutreffend, daB auch im Muskelbrei, 
ebenso wie bei den PreBsaftversuchen, die Harden- Youngsche Hexose- 
diphosphorsaure gebildet wiirde. 


Kiirzlich stellte Ferdmann® ebenfalls fest, daB in Kaninchen- und 
Taubenmuskelbrei unter der Einwirkung von Fluorid ein schwer 
hydrolysierbarer Ester entsteht. 


i. Fluorid. 
A. Froschmuskulatur. 
1. Froschmuskelbrei. 
Der Grundversuch mit Muskelbrei ist der folgende: 


Die Schenkelmuskulatur von in Eis gekiihlten Fréschen wird in 
einem gekiihlten Schalchen mit der Schere sehr fein zerschnitten und 
1 g in ein Wageglaschen gebracht, das eine Lésung aus Kaliumfluorid 
von der gewahlten Konzentration, 0,2 ccm 2,6°,iges Na-Bicarbonat 
die Zusitze von Glykogen, Phosphat usw. enthalt und mit 0,9 °,iger 
KCl-Lésung auf 1,0ccm gebracht wird. Der Versuchsansatz wird 
nach Versuchsende mit 8,0ccm 4° ,iger Trichloressigsaure enteiweilit 
und in einem Morser griindlich zerdriickt. Zur P-Bestimmung dienen 
je 1 bis 2ccm des filtrierten Auszuges. Das Ergebnis eines solchen 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 208, 172, 1928. 

2 Zusammenfassung G. Embden, Handb. d. N. u. P. Physiol. VIII", 417, 
1925. 

3 Ferdmann, H. 187, 160, 1929. 
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Versuchs mit n/100 Fluorid nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten 
bei 20° ist in Abb. 1 wiedergegeben. 

In dieser Abbildung ist einmalig zur Veranschaulichung des oben iiber 
den Einflu8 der Korrektur des Nullwertes Gesagten die Kurve fiir das 
gefundene, direkt bestimmbare Phosphat (gestrichelter Teil) neben der mit 
dem korrigierten Nullwert erhaltenen (ausgezogener Teil) an einem besonders 
deutlichen Beispiel wiedergegeben. Aus diesem Versuch erhellt eindeutig die 
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90 
Nydrolysezeit in Mir. 
Abb.1. Hydrolysekurven. 
Phosphatveresterung in Froschmuskelbrei (je 1,0g) mit und ohne Fluorid. 
K F-Konzentration n/100, T = 20°, ¢ = 15 Minuten. 
Kurve 1 C © Anfangswert. 
>» a 4 nach 15 Minuten ohne Fluorid. 
a a ® mit n/100 Fluorid. 

Der gestrichelte Teil der Kurven stellt die Verbindung der Punkte fiir das ,direkt be- 
stimmbare Phosphat* mit dem 7’-Wert dar. Die Riickwiértsverlingerung des Kurvenverlaufs 
iiber den 7’-Wert zur Nullinie trifft diese an dem Punkte, der dem ,korrigierten Nullwert~ 
entspricht. Der senkrechte Abstand auf der Nullinie entspricht dann dem P-Gehalt der 
Pyrophosphatfraktion. 

Die Nummern der Kurven in den Abbildungen stimmen mit den Versuchsnummern in 
den Tabellen iiberein. 

Nach der Inkubation ohne Fluorid ist die Hydrolysekurve nur geringfiigig verschoben, 
wobei nur eine geringe Aufspaltung der Pyrophosphatfraktion stattgefunden hat; mit n/100 
Fluorid ist der gréBte Teil des direkt bestimmbaren Phosphats verestert und die Pyro- 
phosphatfraktion im wesentlichen aufgespalten. 

Analysenbeleg Tabelle I. 
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Notwendigkeit, den Umsatz der Pyrophosphatfraktion von dem der Koh 
hydratveresterung getrennt zu bestimmen. — Die Nummern der Hydroly~: 
kurven in den Abbildungen stimmen mit den Versuchsnummern in «di: 
am SchluB dieser Arbeit zusammengestellten Tabellen iiberein. 


Wahrend bei der Inkubation ohne Fluorid die Hydrolysekurve 


nur geringfiigig verschoben wird und die Aufspaltung der Pyrophosphat- 
fraktion noch keinen starkeren Umfang (etwa ein Fiinftel) angenommen 








mg he 0, 
iji—— ry 
Jor 
2515 
20 
72/1000 
45 . 
7/333 
‘ 
nfe 
4Ol-nfn 
7/10, 
n/33 
G5- 
i i ] } 
/] 30 90 760 
tyaroysezet in Min. 


Abb. 2. Hydrolysekurven (vgl. Abb. 3). 
Phosphatveresterung in Froschmuskelbrei (je 1,0g) in Gegenwart von Fluorid 
K F-Konzentration = n/2 bis n/1000, T = 20°, t = 120 Minuten. 

Die stirkste Veresterung erfolgte mit n/33 Fluorid. Die Kurve fiir n/2 KF weist ein: 
abweichenden Verlauf auf. Mit n/1000 KF ist auch Harden- Young-Ester gebildet, desser 
Menge etwa 40°/) des insgesamt veresterten Phosphats ausmacht. 

Analysenbeleg Tabelle II. 


hat, ist in Gegenwart von n/100 Fluorid der gréBte Teil des direkt 
bestimmbaren Phosphats verestert und auch ein wesentlicher Teil 
der Pyrophosphatfraktion (drei Viertel) aufgespalten. Bei langeren 
Inkubationszeiten wird die Hydrolysekurve des in Gegenwart von 
Fluorid entstehenden Esters noch etwas gestreckter, wie sich aus der 
Tabelle I, Nr. 5 und 7 ergibt. Die Veresterung selbst hat in diesem 
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Versuch nach 15 Minuten langer Inkubation nahezu das Maximum 
erreicht. 

Den EinfluB der Konzentration des Fluorids (n/2 bis n/1000) 
und der Temperatur (20 und 38°) zeigen die Abb. 2 und 3 und die 
Tabelle Il. Die Inkubationszeit betrug in allen Fallen 2 Stunden. 
Nach dieser Zeit findet man mit n/33 Fluorid die starkste Veresterung. 
Fir n/1000 KF 14Bt bei 20° der Verlauf der Kurve auf die teilweise 
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Abb. 3. Hydrolysekurven (vgl. Abb. 2) 
Phosphatveresterung in Froschmuskelbrei (je 1,0 g) mit Fluorid bei 38° 
K F-Konzentration = n/2 bis n/1000, t 120 Minuten : 
Wie bei 20° wird die starkste Veresterung mit n/33 KF erhalten. Auch hier weist die 
mit n/2 KF erhaltene Kurve einen abweichenden Verlauf auf. 
Analysenbeleg Tabelle II. 


Bildung des Harden -Young-Esters schlieBen. Beachtenswert ist, dab 
der in Gegenwart von n/2 K F gebildete Ester sowohl bei der Inkubation 
bei 20° wie bei 38° eine abweichende Form der Hydrolysekurve aufweist. 
Die GréBe der Veresterung (in Prozenten des veresterten Phosphats 
vom veresterbaren, die aus den korrigierten Nullwerten errechnet ist), 
ergibt sich fiir die beiden Temperaturen aus der Zusammenstellung 
auf 8.355. Die Veresterung ist bei der héheren Temperatur nur bei 
n/2 bis n/33 KF gréBer, bei den niedrigeren Fluoridkonzentrationen 
geringer, da hier bei 38° eine nicht unerhebliche Wiederaufspaltung 
des gebildeten Esters stattfindet (vgl. S. 345). 
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EinfluB von Zusdtzen. Glykogen. 1g Froschmuskel enthalt etwa 
5 bis 15 mg Glykogen, eine Menge, die véllig ausreicht, um das vor 
handene bzw. bei der Inkubation aus dem Zerfall der Kreatinphospho: 
siure und der Pyrophosphatfraktion auftretende anorganische Phos. 
phat zum Verschwinden bringen zu kénnen. Um festzustellen, ob 
ein Unterschied zwischen praformiertem und zugesetztem Kohlen 
hydrat besteht, wurden einige Versuche unter Zusatz von Glykogen 
und Starke gemacht. Das Ergebnis ist gegeniiber den Kontrollversuchen 
ohne Zusatz gewéhnlich dahin verschoben, daB eine teilweise Bildung 
von Harden-Young-Ester stattfindet, die besonders nach kurzen 
Inkubationszeiten deutlich ist. Ein Versuch dieser Art (mit 6 mg 
Glykogen pro Gramm Brei) ist in Tabelle III wiedergegeben. Nach 
langerer Inkubationszeit (60 Minuten) ist der zunachst gebildete Harden- 
Young-Ester véllig in den schwer hydrolysierbaren Ester umgewandelt 
Ein ungefaihres Bild dieser Umwandlung in einen schwerer hydrolysier- 
baren Ester ergibt sich aus der letzten Spalte der Tabelle III, wo 4},,,.. 
das zwischen 0 und 180 Minuten langer Saéurehydrolyse abgespaltene 
P,O,;, angegeben ist. Ohne Glykogenzusatz ist diese Differenz nach 
20, 40 und 60 Minuten langer Inkubation 0,68, 0,48 und 0,46, mit 
Glykogenzusatz 1,06, 0,77 und 0,60 mg P,O,. 

Phosphat. Ein ahnliches Verhalten wird beim Zusatz von Phosphat 
zum Muskelbrei gefunden. Bei steigenden Mengen, bis zu 1,26 mg P,,O- 
pro Gramm Muskelbrei (Abb. 4, Tabelle IV), wird das zugesetzte 
Phosphat fast véllig verestert unter praktisch ausschlieBlicher Bildung 
des schwer hydrolysierbaren Esters. In dem wiedergegebenen Versuch 
auf Abb. 4 konnte erst beim Zusatz von 3,22 mg P,O; pro Gramm 
Brei in 30 Minuten eine deutliche Bildung des Harden - Young-Esters 
beobachtet werden, die etwa 25°,, des insgesamt veresterten Phosphats 
betragt. 

Der ZeiteinfluB (fiir 15, 45 und 120 Minuten) ist in einem Versuch 
in Tabelle V wiedergegeben. Auch bei Zusatz von etwa 5 mg P,0O, 
pro Gramm Brei nimmt die Hydrolysekurve mit fortschreitender 
Veresterung einen immer gestreckteren Verlauf an, der also die all- 
mahliche Umwandlung des Harden - Young-Esters in den schwer hydro- 


lysierbaren Ester zeigt. So ist 4jso, in Prozent vom veresterten P, 0, 


nach 15 Minuten langer Inkubationszeit 31, nach 45 Minuten 19, nach 
120 Minuten 13°,. In Tabelle VI ist ferner der EinfluB von n/10 und 
n/333 Fluorid auf den Zusatz von 0,4 und 3,4 mg P,O; pro Gramm 
Muskelbrei verglichen. Bei beiden Fluoridkonzentrationen zeigt die 
Hydrolysekurve bei dem héheren Phosphatzusatz eine teilweise 
Bildung von Harden -Young-Ester an. 

In weiteren Versuchen, in denen auBer Phosphat auch noch 
Glykogen zugesetzt und auBerdem die Fluoridkonzentration variiert 
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wurde (n/10, n/100 und n/1000 KF), fand gewohnlich eine gréBere 
Bildung des Harden - Young-Esters auch nur bei Zusatz groBerer Mengen 
von Glykogen und Phosphat statt, die relativ erheblichste (etwa 40°, 
des insgesamt veresterten Phosphats) in einem Versuch mit n/1000 
Fluorid und Zusatz von 10 mg Glykogen und 3,5 mg P,O; pro Gramm 
Muskelbrei (Tabelle VII, s. auch Tabelle I). 








i i i i i 





| ee : 780 
hydrolysezeit in Min. 
Abb. 4. Hydrolysekurven. 
Phosphatveresterung in Froschmuskelbrei (je 1,0 g) in Gegenwart von Fluorid mit steigendem 
Zusatz von 0-Phosphat. KF-Konzentration n/33, T = 20°, ¢ = 30 Minuten 

Kurve 1 Anfangswert ohne Phosphatzusatz. 


. 2 Mit Fluorid nach 30 Minuten. 

“ar Ca - + 0,23mg P,05 nach 30 Minuten 
»e @ ‘ + 0,59, P20; , 30 . 

« 4 ° 1, PeOp »§ BP 8 

oe oe ‘ -ae. Be. @ 


Bei Zusatz bis zu etwa 1,2mg anorganischem P20, pro g Muskelbrei wird das zu- 
gesetzte Phosphat fast voéllig verestert, wobei ausschlieBlich der Ester I entsteht; mit 3,2 mg 
o-Phosphat-P,0; sind insgesamt 4,1 mg P2 ); verestert, davon etwa 25 °/9 zu Harden- Young-Ester. 

Analysenbeleg Tabelle IV. 
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2. Froschmuskeleztrakt. 


Die Versuche mit Froschmuskelextrakt! verlaufen in derselben 
Weise wie mit zerschnittener Muskulatur. Da der mit 0,9 °,iger K(1- 
Lésung hergestellte Extrakt sehr arm an Kohlenhydrat ist, findet in 
dem nativen Extrakt selbst mit Fluorid nur eine geringe Veresterung 
statt, die etwa 0,1 mg P,O,; pro Kubikzentimeter Extrakt bei einem 
Gehalt an 0,5 bis 0,7 mg direkt bestimmbaren P,O, betrigt. Hier ist 
es also méglich, in genauerer Weise den EinfluB von Zusaitzen, Glykogen 
Phosphat, besonders aber der Kohlenhydrat-Phosphorsaureester zu 
untersuchen. 

Um gréBere Ausschlige bei Verwendung geringer Extraktmengen 
(pro Versuchsansatz gewéhnlich etwa 1,5 bis 2ccm nativer Extrakt) 
zu bekommen, wurde dem Extrakt noch anorganisches Phosphat zugesetzt 
(sog. Phosphatextrakt). AuBerdem wurde er durch Zusatz von Natrium 
bicarbonat (Gesamtkonzentration 0,26°,) und Durchleiten von Stickstoft 
mit 5°, CO, auf ein py von 7,4 gebracht. Diese [H’] verschiebt sich aber mit 
zunehmender Veresterung nach der sauren Seite, da die scheinbare zweite 
Dissoziationskonstante des schwer hydrolysierbaren Esters wesentlich 
groBer ist als die der o-Phosphorséure (Px, = 6,3 gegeniiber 6,8). Eine 
(Anfangs-)Wasserstoffionenkonzentration von etwa py = 7,4 entspricht 
ungefahr dem Optimum der Veresterung (vgl. Lipmann und Lohmann. 
8. 397). 


a) Zusatz von Glykogen und Starke. 


Die Veresterung von zugesetztem Glykogen zeigen die Abb. 5 
und Tabelle VIII fiir n/100 K F bei 20° nach verschiedenen Incubations- 
zeiten (5, 15, 30, 60 und 120 Minuten). Sie ist nach 120 Minuten 
offenbar noch nicht abgeschlossen. Die Prozentzahlen fiir die in Gegen- 
wart von Fluorid bewirkte Veresterung nach diesen Zeiten sind 4, 8, 
19, 50 und 71. Fur den gebildeten Ester wird stets derselbe gestreckte 
Verlauf der Hydrolysekurve gefunden. 


Die Abhangigkeit der Veresterung zugesetzten Glykogens von der 
Temperatur (0 bis 40°) ist in Abb. 6 (Tabelle IX) wiedergegeben. Aut 
der Ordinate sind die pro Versuchsansatz gefundenen 7-Minutenwerte 
aufgezeichnet, auf der Abszisse die Inkubationszeit in Minuten. Die ein- 
zelnen Kurven geben also den Gehalt an nach 7 Minuten langer Saure- 
hydrolyse bestimmbarem Phosphat fiir die einzelnen Inkubationstempe- 
raturen 0, 10, 20, 30 und 40° an. Bei 0 und 10° schreitet die Veresterung 
mit der Zeit ungefaihr gleichmaBig fort; bei 20° ist sie nach 45 Minuten 
im groBen und ganzen zum Stillstand gekommen, bei 30° ist sie fiir 45 bis 
180 Minuten praktisch gleich; nur fangt schon bei dieser Temperatur 
eine langsame Wiederaufspaltung zwischen 90 und 180 Minuten an, 


1 Darstellung vgl. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 
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lie dann bei 40° sehr deutlich wird. Hier ist die Veresterung an und 
fur sich geringer infolge Schadigung des phosphorylierenden Ferments; 
sie ist maximal nach 15 Minuten und nimmt dann langsam infolge 
Wiederaufspaltung des gebildeten Esters ab. Auf diese Wieder- 
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Abb. 5. Hydrolysekurven 

Phosphatveresterung in Froschmuskelextrakt in Gegenwart von Fluorid mit zugesetztem 
Glykogen nach verschiedenen Zeiten (5 bis 120 Minuten). 
K F-Konzentration n/100, T = 20°. 
Versuchsansatze: 3,0cem Extrakt + 1,0cem Lisung mit 2,4mg 0-Phosphat-P,0,; und 10mg 
Glykogen. 
Kurve 2 Anfangswert. 
. # Nach 5 Minuten 


~ 6 - 15 = 
a ae a 
10 60 


s a sa - 


Die Geschwindigkeit der Veresterung zu dem schwer hydrolysierbaren Ester I fallt 
entsprechend dem Absinken der Phosphatkonzentration allmi&hlich ab. In Abwesenheit von 
Fluorid (vgl. Versuche 1, 3, 5, 7, 9, 11 in Tabelle VIII) findet nur eine ganz geringe P-Ver- 
esterung statt. 

Analysenbeleg Tabelle VIII. 
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aufspaltung des gebildeten Esters wird auf 8.345 ausfiihrlicher ein- 
gegangen. Aus der Tabelle IX zu diesem Versuch ist zu ersehen, dai 
fast ausschlieBlich der schwer hydrolysierbare Ester I gebildet ist. 
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Abb. 6. 


Phosphatveresterung in Froschmuskelextrakt in Gegenwart von Fluorid. Zeit-Temperatur 
Kurven. Abszisse Inkubationszeit in Minuten, Ordinate mg P.O; pro Versuchsansatz. 


Die bei den Inkubationstemperaturen 0, 10, 20, 30 und 40° gefundenen Mefpunkte 
(7'-Werte) sind fiir die verschiedenen Inkubationszeiten (15, 45, 90 und 180 Minuten) durch 
gerade Linien verbunden. Erklirung im Text. 

Analysenbeleg Tabelle IX. 


Bei 0 und 40° haben die Hydrolysekurven einen ganz gestreckten Verlauf, 
bei 10, 20 und 30° einen etwas gebogenen, der bei 30° nach 90 Minuten 
wieder in einen gestreckten tibergeht. 


b) Zusatz von Harden-Youngscher Hexosediphosphorsdaure. 


Wie eingangs erwihnt, war der Ausgangspunkt dieser Arbeit die 
Beobachtung, daB der Harden-Young-Ester durch Fluorid in einen 
schwer hydrolysierbaren Ester umgewandelt wird. Einen solchen Versuch 
mit Froschmuskelextrakt zeigen die Abb. 8 und 9, auf denen die Hydro- 
lysekurven des Phosphatumsatzes der Hexosediphosphorsdure ohne 
Fluorid (Abb. 7) und mit Fluorid (Abb. 8) wiedergegeben sind, und 
zwar fiir die Inkubationszeiten 0, 10, 45 und 120 Minuten (Tabelle X). 
Die identischen Kurven 2 auf den beiden Abbildungen veranschaulichen 
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ein. die schnelle Aufspaltung des Harden-Young-Esters in heiBer n HCI; 


dai 




















nach der enzymatischen Einwirkung in Gegenwart von Fluorid nehmen 


ISt, die Kurven mit zunehmender Inkubationszeit einen immer gestreckteren 
mg fe Os 
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Hydrolysekurven (vgl. Abb. 8) 
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die Abspaltung von Phosphat kontinuierlich zu, bis nach 120 Minuten 
fast der gesamte Ester aufgespalten ist. Auf die Erscheinung, dai 
nach 180 Minuten langer Hydrolyse der Versuchsansétze in n H(| 
der P-Gehalt nach 10 und 45 Minuten langer Inkubation nicht un. 
erheblich geringer ist als zu Anfang der Inkubation, ist in der nach- 
folgenden Arbeit von Lipmann und Lohmann naher einzugehen. Der 
obige Versuch wurde (vgl. Tabelle X) mit den Fluoridkonzentrationen 
n/10, n/100 und n/1000 ausgefiihrt; n/10 und n/100 Fluorid wirkten 
praktisch gleichmaBig ein, wahrend n/1000 die Aufspaltung des Harden. 
Young-Esters nur wenig hemmte. Die Differenz A\™” (der schwerer 
hydrolysierbare Anteil) in der letzten Spalte der Tabelle X veran- 
schaulicht ungefaihr die chemische Stabilisierung des Harden - Young- 
Esters. 

An dieser Stelle seien Versuche erwaihnt, die Anhaltspunkte er- 
geben sollten, ob der schwer hydrolysierbare Ester auch bei der 
Veresterung von Glykogen intermediar tiber den Harden - Young- 
Ester entsteht, und zwar durch vergleichende Messung der Geschwindig- 
keit der Veresterung bzw. Umwandlung. Eine klare negative Antwort 
erhalt man nur, wenn die Umwandlung auch in getrennten Ansitzen 
langsamer verlauft als die Veresterung; die Frage laBt sich nicht ent- 
scheiden, wenn die erstere schneller vonstatten geht. Der Versuch, 
der in Tabelle XI (Nr. 1 bis 8) wiedergegeben ist, hatte das letztere 
negative Ergebnis. In einem Extrakt derselben Herstellung war namlich 
die zugesetzte Hexosediphosphorsiure nach 10 Minuten langer In- 
kubation fast vollstandig umgesetzt (etwa 0,9 mg P,O;), wahrend das 
zugesetzte Glykogen hier nur zu etwa 0,2 mg P,O, verestert war. 
Auf diesen Befund wird in der Diskussion noch naher eingegangen. 

In einer anderen Versuchsanordnung wurde die Kinetik der P-Ver- 
esterung mit Glykogen und die Umwandlung des Harden - Young-Esters 
mit frischem und mehr oder weniger lange erwarmtem Extrakt ver- 
glichen. Eine Auswahl der Hydrolysekurven ist in Abb. 9, die voll- 
stindigen Daten sind in Tabelle XII wiedergegeben. Der Versucli 
war in der Weise angelegt, da Veresterung und Umwandlung stets 


fiir 60 Minuten bei 20° in einem Extrakt gemessen wurden, der vorher 


in nativem Zustande 0, 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten auf 38° erwarmt 
war. Betreffs der Veresterung mit Glykogen wurde gefunden, daf bei 
0 und 5 Minuten langer Inaktivierung derselbe Verlauf der Hydrolyse- 
kurve erhalten wird, ein ahnlicher nach 10 Minuten, wo aber die Ver- 
esterung schon etwas schwiicher ist. Hier war ein nicht unbetracht- 
licher Bruchteil an Harden -Young-Ester entstanden (etwa ein Dritte! 
der Gesamtveresterung). Diese Bildung fehlt véllig nach 15 Minuten langer 
Inaktivierung, bei der noch zwei Drittel der maximalen Veresterung 
erhalten werden. Nach 20 Minuten langer Inaktivierung findet mit 
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Glykogen kaum noch eine Veresterung statt, nach 30 Minuten ist 
diese véllig erloschen. Anders die Umwandlung des Harden - Young- 
Esters; diese ist auch noch in einem Extrakt eine vollstandige, der 
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Abb. 9. Hydrolysekurven. 
Phosphatveresterung zugesetzten Glykogens und Umwandlung von Harden-Young-Ester mit 
Fluorid in inaktiviertem Froschmuskelextrakt. 
K F-Konzentration = n/33, T = 20°. 
Kurve 1 Anfangswert mit Glykogen. 
. 38 Nativer Extrakt, mit Glykogen und Fluorid 60 Minuten bei 20°. 
6 Extrakt 5 Minuten bei 37° inaktiviert, dann mit Glykogen und Fluorid 60 Min. bei 20° 


- 8 i 10 a = of - ® . ~ 3 - ww « » 20° 
. 10 - 15 > o “ . - - ‘ ra 60 » 20° 
a: Ps 20 o — - 9 9 * * * 60 . » 20° 


- 2 Anfangswert mit Harden- Young-Ester. 
7 Extrakt 5 Minuten bei 37° inaktiviert, | dann mit Harden-Young-Ester und Fluorid 
18 m 30 is oat . J 60 Minuten bei 20° 
Das Vermigen des Extrakts zur Veresterung zugesetzten Glykogens in Gegenwart von 
Fluorid ist nach 20 Minuten langer Inaktivierung bei 38° fast véllig erloschen (Kurven | 
und 13). Die Umwandlung des Harden-Young-Esters ist dagegen noch in einem 30 Minuten 
lang inaktivierten Extrakt eine fast vollstindige (Kurven 2 und 18) 

Analysenbeleg Tabelle XII. 
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30 Minuten lang inaktiviert war. Eine Spontanveresterung findct 
in einem solchen Extrakt natiirlich auch nicht mehr statt. 


Dieser Versuch 148t sich mit dem Ergebnis von Meyerhof! ver- 
einigen, daB die Milchséurebildung aus Glykogen und damit die Ver- 
esterung durch Erwairmen des Extrakts viel friiher erlischt als die 
Fahigkeit zur Spaltung des Harden-Young-Esters. Auch hier wird 
also die Veresterung selbst durch Fluorid nicht oder nur wenig be- 
einfluBt. Dagegen tritt die Wirksamkeit eines verhaltnismaBig thermo- 
stabilen Ferments in Erscheinung, das unabhaingig von jedem Ver- 
esterungsvermégen die Umwandlung vorhandener Phosphorsdureester 
zu bewirken vermag. 


c) Zusatz von Hexosemonophosphorsaureestern. 


Von besonderem Interesse ist das Verhalten der drei bekannten 
biologischen Hexosemonophosphorsaureester in Gegenwart von Fluorid 
im Froschextrakt. Wahrend der Verlauf der Veresterung mit Glykogen 
nichts auf die Konstitution des entstehenden Esters schlieBen laBt, 
ist schon bei der Umwandlung des Harden -Young-Esters mit groBer 
Wahrscheinlichkeit anzunehmen, daB der hierbei entstehende, schwer 
hydrolysierbare Ester in seiner empirischen Zusammensetzung der 
Ausgangsverbindung zum mindesten ahnlich sein muB, und iiberhaupt 
der unter verschiedenen Umstainden mit Fluorid gebildete, schwer 
hydrolysierbare Ester I vielleicht stets eine ahnliche Substanz ist. 
Diese Wahrscheinlichkeit wird noch gréBer, da auch aus dem Robison-, 
Neuberg- und Embden-Ester ein schwer hydrolysierbarer Ester unter 
Aufnahme von nahezu 1 Aquivalent H,PO, (zumeist von gut 80°, 
der theoretisch berechneten Menge) gebildet wird. Der Fehlbetrag 
mag aus der unvollstandigen Veresterung, die nicht bis zu Ende ge- 
leitet werden kann, herriihren oder aus der nicht kompletten Hemmung 
der Milchséurebildung. Unter Zugrundelegung der GréBe der Spontan- 
aufspaltung des Monoesters ist die Umwandlung eine 100° ige (vgl. 
S. 350). 


In Abb. 10, Tabelle XI, ist der EinfluB von n/25 Fluorid auf den 
Robison-Ester gezeigt. Kurven 1 und 18 sind die Hydrolysekurven des 
Extrakts ohne Esterzusatz zu Beginn des Versuchs und nach 120 Minuten 
langer Inkubation mit Fluorid. Die Spontanveresterung des Extrakts 
betrigt danach 0,16 mg P,O;. In Gegenwart des Esters (0,73 mg P.O, 
pro Versuchsansatz) ist der gréBte Teil schon nach 10 Minuten weiter- 
verestert (Kurve 14). Die Maximalaufnahme von anorganischem 
Phosphat, die nach 45 Minuten zum Stillstand gekommen ist, betrigt 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 462, 1926. 
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0,79 mg P,O,, nach Abzug der Spontanveresterung also 0,63 mg, ent- 
sprechend 86°%, P,O,-Aufnahme. 
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Abb. 10. Hydrolysekurven. 


Weiterveresterung des Robison-Esters in Froschmuskelextrakt in Gegenwart von n25 Fluorid 
bei 20° nach 10, 45 und 120 Minuten. 


Kurve 1 Anfangswert ohne Esterzusatz 


‘ae mit Robison-Ester 
. 14 Mit Robison-Ester und Fluorid nach 10 Minuten 
~ 150.16 , - ‘ ™ - 45 und 120 Minuten, 


Nach Abzug der Spontanveresterung von 0,16mg P20, sind von 0,73 mg Ester-P,05 
0,63 mg o-Phosphat-P,0, aus der Lisung aufgenommen, entsprechend 86 9’, 


Analysenbeleg Tabelle XI. 


Ein noch deutlicheres Bild des Fluorideinflusses spiegeln die 
Hydrolysekurven des P-Umsatzes mit dem Neuberg-Ester wieder 
(Abb. 11, Tabelle XI); denn hier zeigt sich die Weiterveresterung 
nicht nur in einer Verlagerung der Hydrolysekurven, sondern auch 
in der Verinderung ihres Verlaufs, indem sie die gestreckte Form 
annehmen. Wahrend nach 10 Minuten langer Inkubation noch ein 
gewisser Teil eines leichter bydrolysierbaren P-Esters vorhanden ist, 
sind die Kurven nach 45 und 120 Minuten langer Inkubation 
durchaus gestreckt. Bei einem Zusatz des Neuwberg-Esters mit 
1,17 mg P,O, sind, abziiglich der Spontanveresterung des Extrakts, 
0,96 mg anorganisches P,O; verschwunden, gleich 82°, der theoretisch 
berechneten Menge. 


In einem weiteren Versuch mit Neuwberg-Ester (Tabelle X XVIII) 
verschwanden bei Zusatz von 2,1 mg P,O, an Neuwberg-Ester 1,75 mg 
P,O,, die einer 83°,,igen Veresterung entsprechen. 


23 * 
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Aus der Versuchsreihe in Tabelle XI geht auch hervor, daB die 
Weiterveresterung der Monoester schneller erfolgt als die Veresterung 
von Glykogen. 
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Abb. 11. Hydrolysekurven. 
Veresterung des Neuberg-Esters in Froschmuskelextrakt in Gegenwart von n/25 Fluorid bei 
20° nach 10, 45 und 120 Minuten. 


Kurve 1 Anfangswert ohne Esterzusatz. 


on . mit Neuberg-Ester. 

~ 10 Mit Neuberg-Ester und Fluorid nach 10 Minuten. 
ae crepe a ‘ oe ae 
ae . 120 


» 18 Spontanveresterung des Extrakts mit Fluorid (ohne Esterzusatz) nach 120 Minuten 
Von-1,17mg P20; an zugesetztem Neuberg-Ester sind abziiglich der Spontanveresterung 
des Extrakts 0,96 mg 0-Phosphat-P,0, aufgenommen, gleich 82/9, 
Analysenbeleg Tabelle XI. 


3. Intakter Froschmuskel. 


Fiir diese Versuche am ,,intakten‘‘ Froschmuskel wurden entweder 
die Gastrocnemien in Fluoridlésung inkubiert oder nach Injektion von 
NaF-Lésung in den Riickenlymphsack des lebenden Frosches unter- 
sucht. Die Wirkung der Fluoridinjektion auf den Frosch ist in 
Heffters Handbuch der Pharmakologie beschrieben, worauf hier nu: 
hinzuweisen ist. 


Bei der ersten Anordnung wurden 0,6 bis 1g schwere Gastro- 
enemien von Eskulenten in je 1 ccm einer n/1, n/10 und n/100 KF- 
Lésung fiir 20 und 60 Minuten bei 20° eingelegt. Zur Bestimmung des 
Anfangswertes diente ein Teil der Oberschenkelmuskulatur. Die Gastro 
cnemien kontrahierten sich sehr schnell, in der n/100 Lésung deutlicher 
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erst nach etwa einer Minute. In dem in der n/1 K F-Lésung inkubierten 
Muskel sind nach 20 Minuten 1,52 mg P,O,; pro Gramm verestert, aus 
denen gut zur Halfte eine P-Verbindung geworden ist, deren Hydrolyse- 
kurve der Harden- Youngschen Hexosediphosphorsaure entspricht. Nach 
weiteren 40 Minuten hat die Veresterung noch zugenommen (insgesamt 
1,91 mgP,O,;), wobei aber ausschlieBlich der schwer hydrolysierbare 
Ester entstand. Bei der Inkubation in n/10 K F-Lésung ist die Ver- 
esterung wesentlich geringer. Die Hydrolysekurven zeigen hier, ebenso 
bei der Inkubation in n/100 K F, durchweg den gestreckten Verlauf. In 
der letzteren verdiinnten K F-Lésung ist die Veresterung schon nach 
20 Minuten zum Stillstand gekommen (nur 0,22 mg Gesamtveresterung). 
Die Abb. 12 und 13 und die Tabelle XIII geben diese Versuche wieder. 
Dieses typische Ergebnis wurde sowohl mit Eskulenten- wie mit Tem- 
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Abb. 12. Hydrolysekurven. 
Phosphatveresterung bei Inkubation eines intakten Froschgastrocnemius (0,66 g) 
in leem nKF, T 20°. 
Kurve 1 Anfangswert aus der Oberschenkelmuskulatur 
2 Nach 20 Minuten langer Inkubation in 1,0ccem n/l KF. 
a a ee = ye . 10 . nj/l KF. 

Ordinate: mg P20; pro g Muskalatur. 

Bei der Inkubation eines intakten Froschgastrocnemius in n/l1 KF wird gut zur Hilfte 
der Harden- Young-Ester gebildet. Der gestrichelte Teil der Kurven verbindet die Punkte fir 
das direkt bestimmbare Phosphat und den 7’-Wert; die Pyrophosphatfraktion ist nach 
60 Minuten fast villig aufgespalten. 

Analysenbeleg Tabelle XIII. 











344 K. Lohmann: 


porariengastrocnemien wiederholt erhalten. Der bei der Inkubation 
in n/10 K F-Lésung entstehende schwer hydrolysierbare Ester besitzt 
nur eine geringe Reduktionskraft. 
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Abb. 13. Hydrolysekurven. 
Phosphatveresterung bei Inkubation eines intakten Froschgastrocnemius (0,73 g) 
in leem n/lOKF, 7 = 20°. 
Kurve 4 Anfangswert aus der Oberschenkelmuskulatur. 
» 5 Nach 20 Minuten langer Inkubation in 1,0ccem n/10 KF. 
“i . 60 ~ - ns - af: « SRE. 

Ordinate: mg P,0, pro g Muskulatur. 

Beim Einlegen des unverletzten Froschgastrocnemius in n/10 K F-Lisung entsteht ganz 
tiberwiegend ein schwer hydrolysierbarer Ester. Die Pyrophosphatfraktion ist nach 60 Minuten 
etwa zur Hialfte zerfallen (vgl. Abb. 12). 

Analysenbeleg Tabelle XIII. 


Ist schon bei dieser Anordnung die Feststellung schwierig, welche 
Fluoridkonzentration im Muskel tatsachlich eingedrungen, also wirksam 
ist, so ist dies noch mehr der Fall bei der Injektion!. Fiir diese Versuche 
wurden durchweg Eskulenten benutzt. Der EinfluB der Fluoridinjektion 
ist nicht nur auf das auBere Verhalten der Frésche selbst durchaus ver- 
schieden, das sich vorwiegend in dem zeitlichen Auftreten der Starre- 
erscheinungen geltend macht, sondern auch die chemische Untersuchung 
des P-Umsatzes zeigt ein sehr wechselndes Bild. Im allgemeinen scheint 
keine feste Beziehung zwischen der Starre und der P-Veresterung zu 
bestehen. Ein hervorstechendes Merkmal der Fluoridinjektion ist 
die reichliche Bildung der leichter hydrolysierbaren Harden- Young schen 
Hexosediphosphorsaure, die auf Grund der Hydrolysekurve meist zu 


1 Kin erster Versuch dieser Art wurde von Herrn Dr. F. Lipmann 
ausgefiihrt, der in dieser Zeitschrift tiber den Arbeitsstoffwechsel des mit 
Fluorid vergifteten Frosches berichten wird. 
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\/, bis ?/, des veresterten Phosphats gebildet wird. Eine Ausnahme ist 
Versuch 7a in Tabelle XIV, wo ihre Bildung nur ganz geringfiigig, die 
Veresterung allerdings auch nicht sehr erheblich ist. 


Die diesbeziiglichen Versuche sind in Tabelle XIV _ wiedergegeben, 
wo a und b die einzelnen symmetrischen Gastrocnemien bedeuten. In 
Versuch 1] und 2 wurde das linke Bein iiber dem Kniegelenk abgebunden und 
der Gastrocnemius zur Bestimmung dés Anfangswertes sofort entnommen. 
Bei beiden Fréschen trat sehr bald eine Starre der Vorderextremitaten auf, 
die sich allmahlich auf die Hinterbeine und den ganzen K6rper ausdehnte. 
Bei Frosch Nr. 1 wurde der rechte Gastrocnemius nach 70 Minuten aus- 
geschnitten, als beide Tiere etwa gleichmaéBig starr waren, das Herz aber 
noch, wenn auch langsam und schwach, schlug. Die Veresterung betrug 
hier 1,62 mg P,O,; pro Gramm. Das zweite Tier war nach 230 Minuten 
vollig starr geworden und tot; die Veresterung ist aber trotzdem geringer, 
nur 1,03 mg P,O;. In beiden Fallen war gut zur Halfte Harden-Young- 
Ester gebildet. Da8®B hier keine Wiederaufspaltung eines einmal gebildeten 
Esters stattgefunden hat, zeigt Versuch 3, wo der linke Gastrocnemius nach 
Injektion von 5,0 cem n/l NaF nach 45 Minuten entnommen wurde, 
als das ganze Tier noch voéllig schlaff war und spontane Sprungbewegungen 
ausfiihrte. Nach dieser Zeit sind bei Schatzung des Anfangswertes von rund 
2,5mg P,O, fiir den korrigierten Nullwert etwa 0,5 mg P,O, verestert. 
Unmittelbar nach Entnahme des Muskels wurde das Tier starr, in weiteren 
150 Minuten nahm die Veresterung unter vorwiegender Bildung des schwer 
hydrolysierbaren Esters um 0,8 mg P,O,; zu. In Versuch 4 wurden ebenfalls 
5cem n/l NaF einem 100g schweren Tier eingespritzt. Die Vorderbeine 
zeigten schon nach zwei Minuten deutliche Starre, die sich nach zehn 
Minuten auch auf die Hinterbeine ausgedehnt und nach 20 Minuten be- 
deutend verstarkt hatte. Die Veresterung war aber nach diesen Zeiten sehr 
geringfiigig, nur 0,2 bis 0,3 mg P,O; pro Gramm. Bei der Injektion ge- 
ringerer Mengen Fluorid setzt die Starre entsprechend spater ein (Versuche 5 
und 6), wobei aber die Veresterung recht erhebiich sein kann. 

In den Versuchen 7 und 8 wurden die Gastrocnemien 60 Minuten nach 
der Injektion des Fluorids entnommen, der eine Muskel wurde sofort ab- 
getétet, der andere zerschnitten und 60 Minuten in KCl-Bicarbonat bzw. 
n/50 KF-Lésung bei 18° autolysiert. In Versuch 7 waren unter Schitzung 
des Anfangswertes 0,7 mg P,O, verestert (fast ausschlieBlich schwer hydro- 
lysierbarer Ester), bei Versuch 8 1,7 mg P,O, (fast zwei Drittel Harden- 
Young-Ester). Der symmetrische Muskel 7 zeigt bei der nachfolgenden 
Autolyse noch eine ganz geringe Weiterveresterung, mit Fluorid dagegen 
sank in Versuch 8 Aj}gy von 1,26 auf 0,77 mg P,O,;. Der leichter hydrolysier- 
bare Anteil des im intakten Muskel gebildeten P-Estergemisches ist also bei 
der folgenden Fluoridautolyse weitgehend in den schwer hydrolysierbaren 
Ester umgewandelt. 


4. Wiederaufspaltung. 


Es geht schon aus dem Versuch auf 8. 334 hervor, in dem die Ver- 
esterung bei 0 bis 40° gemessen wurde, daB bei 40° die Veresterung stark 
verringert und der gebildete Ester im weiteren Verlauf der Ferment- 
einwirkung wieder aufgespalten wird. Ein Versuch mit bei 38° inakti- 
viertem Extrakt (8.338) zeigte ferner, daB die P-Veresterung mit 
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Glykogen nach 20 Minuten langer Inaktivierung schon zum Stillstan 
gekommen ist, wahrend die Umwandlung des Harden-Young-Esters 
auch in einem 30 Minuten lang inaktivierten Extrakt noch vollstandig 
verlauft. 

Die Wiederaufspaltung des gebildeten P-Esters ist von der Tem- 
peratur und der Fluoridkonzentration abhangig. Versuche mit Frosch- 
muskelbrei sind in der Abb. 14 und Tabelle XV wiedergegeben. Die 
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Abb. 14. 
Veresterung und Wiederaufspaitung in Froschmuskelbrei mit n/100 Fluorid bei 20° und 38° in 
7 Stunden. Die MeBpunkte in der Abbildung sind die korrigierten Nullwerte. Die gestrichelten 
Linien stellen die Spontanaufspaltung bei 7 stiindiger Inkubation ohne Fluorid bei 20° und 38° dar 
Kurve O——) be 20°. Kurve 9 } bei 38°. 

Bei 20° beginnt eine langsame Wiederaufspaltung der gebildeten P-Verbindungen nach 
etwa 60 Minuten, bei 38° eine wesentlich schnellere schon nach etwa 15 Minuten. 

Analysenbeleg Tabelle XV. 


verwandte Fluoridkonzentration war n/100, die Versuchstemperatur 20 
und 37°, die Inkubationszeiten 15 Minuten, 1, 2, 4 und 7 Stunden. Die 
MeBpunkte der beiden Kurven auf der Abbildung sind die korrigierten 
Nullwerte, die durch gerade Linien verbunden sind. Die gestrichelten 
Linien verbinden die Anfangswerte mit den nach 7stiindiger Autolyse 
ohne Fluoridzusatz erhaltenen Werten. 


Bei 20° ist die maximale Veresterung nach einer Stunde erreicht (1,54 mg 
P,O,); dann iiberwiegt eine langsame Wiederaufspaltung, die nach sieben 
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Stunden einen Betrag von 0,49 mg P,O, erreicht hat, also etwa ein Drittel 
der vorhergehenden Veresterung ist. Die Spontanaufspaltung der im 
Muskelbrei vorgebildeten P-Verbindungen (0,28 mg P,O,) ist hierbei nicht 
heriicksichtigt. Bei 38° ist die Veresterung an und fiir sich geringer; bei den 
gewahlten Versuchszeiten betrigt das Maximum 1,l4mg P,O; (nach 
15 Minuten). Die Wiederaufspaltung setzt bilanzmaBig wesentlich schneller 
ein, und nach siebenstiindiger Inkubation ist der Ausgangspunkt wieder 
erreicht. Die Spontanaufspaltung selbst belauft sich hier auf 0,41 mg 
P,O;. Die Hydrolysekurven zeigen in allen Fallen den typischen gestreckten 
Verlauf, so daB von ihrer Wiedergabe abgesehen ist. 

Die GréBe der Veresterung in mg P,O,; pro Gramm Muskelbrei in 
Gegenwart von Fluorid, berechnet aus den korrigierten Nullwerten unter 
Bezugnahme auf den Anfangs-P,O,-Gehalt, ist in der folgenden Tabelle 
zusammengestellt. 





Inkubationszeit : Enzymatische P, 0,- 
Temperatur Fak ee een ol LS ee __. Abspaltung nach 7 Std., 
15 Min. 1 Std. 2 Std. 4 Std. 7 Std. ohne Fluorid 
20° 1,05 1,54 1,40 1,23 1,05 0,28 
38 1,14 0,95 0,74 0,39 0,0 0,41 


In zwei weiteren Versuchen mit wisserigem Froschmuskelextrakt 
wurde zunachst mit Glykogen bei n/100 und n/33 Fluorid durch zwei 
bis dreistiindiges Stehen bei 20° die Veresterung herbeigefiihrt und 
dann die Wiederaufspaltung nach Stehen bei 37° iiber Nacht bestimmt 
(Tabelle XVI). Gleichzeitig erfolgte die chemische Milchsiure- 
bestimmung. In einem Versuch mit n/100 Fluorid waren von 5,4 mg 
P,O, nach 3 Stunden bei 20° 4,2 mg P,O, verestert und 0,40 mg Milch- 
siure gebildet, bei 37° wurden dann 3,5 mg P,O, wieder aufgespalten, 
wobei weitere 0,63 mg Milchsiure entstanden. Mit n/33 Fluorid 
betrug die Veresterung bei 20° in 2!'/, Stunden 4,9mg P,O,; (von 
5,6 mg vorhandenem anorganischem Phosphat), die Milchsiurebildung 
in dieser Zeit 0,71 mg; bei 37° wurden hiervon 1,28 mg P,O, aufgespalten 
und weitere 0,11 mg Milchséiure gebildet. Die fluoridfreie Kontrolle 
ergab insgesamt 7,07 mg Milchsiure. Die Aufspaltung der Ester betrug 
also bei n/100 KF 85°, bei n/33 KF 26°, des vorhandenen Esters; 
die Milchsiurebildung war 18°,, der aufgespaltenen P-Verbindungen bei 
n/100 KF und 9°, bei n/33 KF. Wiahrend im Froschmuskelbrei bei 
n/100 KF die Hemmung der Milchsaurebildung eine vollstandige ist’, 
besteht im Extrakt eine durchaus deutliche Milchséurebildung weiter, 
und nach K. Meyer? ist iiberhaupt die Hemmung der Milchséurebildung 


1 Vgl. G. Embden, 1|.c.; F.Lipmann, diese Zeitschr. 196, 3, 1928; 
siehe hier auch die Hemmung der Phosphatabspaltung aus zugesetztem 
Harden-Y oung-Ester durch ausgewaschene Muskulatur und durch inakti- 
vierten Extrakt in Gegenwart von Fluorid. 

2 K. Meyer, ebendaselbst 198, 139, 1928. 
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von dem EiweiBgehalt der Fermentlésung abhaingig, indem in eiwei(- 
armen Fermentelutionen die Milchsiurebildung durch Fluorid nur noch 
etwa zur Halfte gehemmt wird. 

Es bleibt noch zu untersuchen, ob bei dieser Aufspaltung in Gegen- 
wart von Fluorid eine rein phosphatatische Spaltung vorliegt, also nur 
die Abspaltung der Phosphorsaéuregruppen vor sich geht, oder ob noch 
eine weitere Spaltung des restierenden organischen Molekiils statt- 
findet. 

In diesen beiden Extraktversuchen waren bei der Inkubation bei 
20° mit n/100 K F etwa ein Viertel, mit n/33 KF ein Drittel des gesamt- 
veresterten Phosphats an Harden- Young-Ester entstanden. Die Hydro- 
lysekurven der Versuchsansitze zeigten nach Stehen iiber Nacht bei 
37° den gestreckten Verlauf. 


B. Kaninchenmuskulatur. 


Fluorid wirkt auf Warmbliitermuskulatur grundsatzlich in derselben 
Weise ein wie auf die von Kaltbliitern. Praformiertes wie zugesetztes 
Glykogen wird also zu dem schwer hydrolysierbaren Ester verestert, 
Harden- Youngsche Hexosediphosphorsiure umgewandelt, ebenso die 
Monoester unter Aufnahme von Phosphat. Bei den letzteren war die 
zusitzliche Veresterung jedoch nicht unwesentlich geringer (nur gut 
60 °,,) als bei Froschmuskelextrakt (80 bis 90 °,). 

Ein Versuch mit Kaninchenmuskelbrei (Abb. 15 und Tabelle XVII) 
zeigt den Phosphatumsatz mit und ohne n/50 Fluorid bei 20° fiir eine 
30 und 90 Minuten lange Inkubation. Ohne Fluorid sind nach 90 Mi- 
nuten 0,56 mg P,O, aus siurestabileren P-Verbindungen abgespalten, 
mit Fluorid 1,7 mg P,O,; verestert. Die Umwandlung zugesetzten 
Harden- Young-Esters verlief hier nur sehr langsam, sie betrug nach 
30 Minuten langer Inkubation bei 20° nur 20°,, nach 90 Minuten nur 
etwa 40°, vom Harden- Young-Ester. 

Im Kaninchenmuskelextrakt ist die Umwandlung des Harden- 
Young-Esters jedoch eine sehr vollstaéndige. Eine Versuchsreihe fiir 
einen mit Phosphat versetzten Extrakt, in dem die Einwirkung von 
n/67 Fluorid auf zugesetztes Glykogen und Phosphat, Harden- Y oung- 
Ester, Neuberg-Ester und Robison-Ester untersucht wurde, hatte das 
folgende Ergebnis, das in Tabelle XVIII niedergelegt ist: 

Ohne Zusatz von Kohlenhydrat. In Abwesenheit von Fluorid wurden 
in 1,8 cem Extrakt, der durch Zerdriicken von 2 Teilen Muskulatur in 
3 Teilen 0,9°,iger KCl-Lésung hergestellt war (entsprechend 0,7 g 
Muskulatur), in 90 Minuten bei 20° 0,23 mg P,O; abgespalten, mit 
n/67 KF 0,35 mg P,O, verestert. 

Zusatz von Glykogen und Phosphat. Bei Zusatz von 4 mg Glykogen 
zu 1,8 cem Extrakt wird in der fluoridfreien Kontrolle ein wesentlicher 
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Teil verestert, und zwar hauptsichlich zu Harden-Youngscher Saéure 
(nach 90 Minuten langer Inkubation 0,76 mg P,O,;, davon etwa zwei 
Drittel Harden- Young-Ester); mit Fluorid entsteht dagegen fast aus- 
schlieBlich der schwer hydrolysierbare Ester, und zwar werden von 2,6 mg 
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Abb. 15. Hydrolysekurven. 
Phosphatveresterung in Kaninchenmuskelbrei von priformiertem Glykogen und Umwandlung 
von zugesetztem Harden-Young-Ester mit n/50 Fluorid bei 20°. 
Kurve 1 Anfangswert des Muskelbreies. 
2 Ohne Fluorid nach 30 Minuten. 


we ° ® » 9 © 
a &£ - a » 
5 - 90 


6 Anfangswert mit Zusatz von Harden- Young-Ester 
» 7 Mit Fluorid und Harden-Young-Ester nach 30 Minuten 
8 90 * 


Erklirung im Text. Analysenbeleg Tabelle XVII 
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vorhandenem Phosphat etwa 2,0 mg P,O, verbraucht. Bei Zusatz von 
20 mg Glykogen zu 1,8 com Extrakt wurde zur Halfte neben dem schwer 
hydrolysierbaren Ester der Harden- Young-Ester gebildet; seine Menge 
war nach 90 Minuten langer Inkubation gréBer als nach 30 Minuten 
langer. Gibt man auBer 20 mg Glykogen noch viel Phosphat (2,1 mg 
pro Versuchsansatz) hinzu, so wird die absolute Menge an verestertem 
Phosphat noch bedeutend gesteigert (auf 4,0 mg P,O,), der Anteil an 
gebildeter Harden- Youngscher Saure hat hier aber gegeniiber dem Ver- 
such ohne Phosphatzusatz auch absolut abgenommen; so ist das Ver- 
haltnis A}gy/A\ nach 90 Minuten 1,5 bzw. 0,46. 

Zusatz von Harden-Young-Ester. In der fluoridfreien Kontrolle ist 
der zugesetzte Harden-Young-Ester schon nach 30 Minuten bei 20° 
praktisch vollstindig aufgespalten. Die Bildung eines schwerer hydro- 
lysierbaren Esters, wie er mit Froschmuskelextrakt oft beobachtet 
wird, war nach dieser Zeit nicht festzustellen. In Gegenwart von n/67 
Fluorid ist die Umwandlung in den Ester I nach 30 Minuten auf Grund 
der Hydrolysekurven eine vollstindige, aber nicht ganz quantitativ, 
wenn die Spontanveresterung beriicksichtigt wird. 


Zusatz von Embden-Ester. Wie erwaihnt, betrigt die P-Veresterung 
in Kaninchenmuskelextrakt bei Einwirkung von n/67 Fluorid bei den 
Monoestern nur etwa 60°, der berechneten Menge. In einem Versuch 
mit Embden-Ester (1,1 mg P,O,;) waren 1,03 mg P,O, verschwunden, 
nach Abzug der Spontanveresterung von 0,35 mg P,O, ohne Ester- 
zusatz entfallen als Aufnahme fiir den zugesetzten Ester 0,68 mg P,0,. 
Bei dieser ungiinstigsten Berechnung, wo fiir den Zusatzversuch dieselbe 
Spontanveresterung angenommen ist, was aber vielleicht quanti- 
tativ nicht zutrifft, sind gut 60°, der theoretisch berechneten Menge 
P,O,; aufgenommen. In der fluoridfreien Kontrolle waren nach 90 Mi- 
nuten unter Beriicksichtigung der Spontanabspaltung ebenfalls nur 60 ° , 
umgesetzt. 

Zusatz von Neuberg-Ester. Bei einem Zusatz von 1,05 mg P,O, an 
Neuberg-Ester wurden abziiglich der Spontanveresterung 0,64 mg P,O, 
verestert. Der Prozentsatz ist auch hier also 60°; nach der Hydro- 
lysekurve ist der entstandene Ester ganz vorwiegend der schwer hydro- 
lysierbare. In Abwesenheit von Fluorid war der Umsatz des Esters 
nach 30 Minuten zum Stillstand gekommen, betrug aber ebenfalls nur 
60°... Hierbei entstand aus dem Neuberg-Ester teilweise eine schwerer 
hydrolysierbare, weniger leicht vom Muskelferment spaltbare P-Ver- 
bindung. 


C. Krebsmuskulatur. 


Uber den P-Umsatz der Krebsmuskulatur ist wenig bekannt. An 
definierten saureléslichen P-Verbindungen wurde von Meyerhof und 
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Lohmann’ die Argininphosphorsaure, das Analogon der Kreatinphosphor- 
siure der Wirbeltiere, von Lohmann? aus der leicht in heiBer Saure 
hydrolysierbaren Fraktion Pyrophosphat erhalten, das aber ebenfalls 
in der Adenylpyrophosphorsdiure gebunden ist, aus der die Adenyl- 
siure und Pyrophosphat dargestellt werden konnten. 

Nach den friiheren Untersuchungen wird im Krebsmuskelbrei in 
bicarbonatalkalischem Medium eine betrachtliche Menge Arginin- 
phosphorsaure neben saurestabileren P-Verbindungen synthetisiert, eine 
Synthese, die bei 20° ohne Bicarbonat in reiner K Cl-Lésung fast véllig 
zum Stehen kommt und bei px 6,3 einer geringen Aufspaltung Platz 
macht. 

Fiir die vorliegenden Fluoridversuche wurde der Muskelbrei daher 
zur Vermeidung der Spontanveresterung in derselben Menge KCIl- 
Lésung suspendiert. Ein Versuch (Tabelle XIX) ergab, daB in der 
fluoridfreien Kontrolle (bei Beriicksichtigung des verschiedenen Gehalts 
an Gesamtphosphat, das zum Teil auf ungleichmaBiger Mischung 
beruht), bei 20° nach 3 Stunden nur eine sehr geringe Aufspaltung 
vorgebildeter saurestabilerer P-Verbindungen statthat, wahrend die 
Pyrophosphatfraktion vdéllig gespalten ist. In Gegenwart von n/50 
Fluorid werden aus dem vorgebildeten Kohlenhydrat und den Kohlen- 
hydratverbindungen nur 0,45 mg P,O, bei einem Gehalt von 2,2 mg 
direkt bestimmbarem Phosphat pro Gramm Muskel verestert. Diese 
geringe Veresterung ist nach 60 Minuten langer Inkubation des Muskel- 
breies zum Stillstand gekommen. Die Geringfiigigkeit beruht offenbar 
auf dem Mangel an veresterbarem Kohlenhydrat; denn bei Zusatz von 
Glykogen zum Muskelbrei verlauft die Veresterung zwar langsamer als 
in Wirbeltiermuskelbrei, erreicht aber schlieBlich annihernd denselben 
Betrag, und zwar werden nach dreistiindiger Inkubation bei 20° etwa 
1,9 mg P,O, von insgesamt 2,9 mg verfiigbarem P,O, verestert. Nach 
30 Minuten langer Inkubation ist zu gut ein Drittel ein leichter hydro- 
lysierbarer Ester entstanden, dessen Hydrolysekurve auf das Vorliegen 
von Harden- Young-Ester schlieBen laBt, waihrend nach dreistiindiger 
Fermenteinwirkung die Hydrolysekurve den gestreckten Verlauf des 
schwer hydrolysierbaren Esters aufweist. Auch zugesetzter Harden- 
Young-Ester wird durch Krebsmuskulatur in Gegenwart von Fluorid 
in den schwer hydrolysierbaren Ester fast vollstindig im Laufe von 
21, Stunden umgewandelt (vgl. Tabelle XX). 

Diese Versuche zeigen schon, daB im Krebsmuskelbrei grundsitzlich 
dieselben Veresterungsverhaltnisse bestehen wie bei Wirbeltieren, mit 
dem Unterschied, daB diese Tendenz im Krebsmuskel wesentlich ge- 


1 O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 196, 22, 49, 1928. 
2 K. Lohmann, ebendaselbst 202, 466; 208, 172, 1928. 
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ringer ist. Dies kommt besonders deutlich zum Ausdruck im Verhalten 
gegeniiber zugesetzten Monophosphorsaureestern (Embden-Ester) (vy 
Tabelle XX). In der fluoridfreien Kontrolle werden innerhall 
2, Stunden bei 20° fast zwei Drittel des Esters gespalten, in Gegenwart 
von n/50 Fluorid unter Beriicksichtigung des spontan veresterten 
Phosphats 0,28 mg P,O; vom zugesetzten Monoester (entsprechend 
1,0 mg P,O,) zusatzlich verestert, also nur 28°. 


Jedenfalls ist aber bemerkenswert, daB auch hier im Wirbellosen- 
muskel dieses Bestreben der Weiterveresterung besteht. 


D. Hefemazerationssaft. 


Der EinfluB von Fluorid auf den P-Umsatz ausgewaschener Trocken- 
hefe ist kirzlich von R. Nilsson’ untersucht worden. Dieser Autor 
erhielt eine P-Verbindung, die auf 3C (mit einer Carboxylgruppe) 
1 P enthielt, und der er als wahrscheinlichste Zusammensetzung die 
einer 3 C-Verbindung zuspricht. In der vorliegenden Untersuchung ist 
an Mazerationssaft nur die Veresterung mit Starke und die Umwandlung 
der Harden-Youngschen Saure untersucht worden, und zwar ist das 
mit Hefesaft erhaltene Ergebnis in bezug auf den Verlauf der Siure- 
P-Hydrolyse qualitativ dasselbe wie bei der Muskulatur. Nur verlaufen 
hier Umwandlung und Veresterung wesentlich langsamer, aber ebenfalls 
unter Bildung eines schwer hydrolysierbaren Esters. Die Umwandlung 
von Harden-Youngscher Hexosediphosphorsiure war bei 28° nach 
2 Stunden erst zu zwei Drittel bis drei Viertel erfolgt, die Veresterung 
von Starke hatte noch nach 6'stiindiger Einwirkung nicht ihr Ende 
erreicht und erst nach 18 Stunden waren rund drei Viertel des vor- 
handenen anorganischen Phosphats verestert (vgl. Tabelle X XI). Die 
phosphatetischen wie phosphatatischen Krafte dieses Mazerationssaftes 
in Gegenwart von Fluorid waren also sehr gering. 


Wi. Oxalat und Citrat. 


Eine P-Veresterung in Muskelbrei und MuskelpreBsaft durch 
Oxalat ist von Deuticke, fiir Citrat von Lange und Mayer? beschrieben 
worden. Untersucht man den entstandenen P-Ester mit der Hydro- 
lysemethode, so findet man auch hier, daB in tiberwiegendem Mabie 
ein schwer hydrolysierbarer Ester entstanden ist. Das Ergebnis ist fii 
Oxalat bei verschiedenen Konzentrationen von m/3 bis m/1000 fiir 20" 


1 R. Nilsson, Svensk. Kem. Tidskr. 41, 169, 1929; zitiert nach Chem 
Zentralbl. 1929, IT, 1929 

2 Deuticke, H. 141, 209, 1924 
3 H. Lange und M. E. Mayer, H. 141, 181, 1924. 
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in Abb. 16 (Tabelle X X11), fiir 38° in Abb. 17 (Tabelle X XIII), fiir Citrat 
bei 20° in Abb. 18 (Tabelle XXIV) wiedergegeben. Verwendet wurde 
Froschmuskelbrei, die Einwirkungszeit war durchweg 2 Stunden. Mit 
Oxalat ist die maximale Veresterung nach 2 Stunden bei 20° bei m/10 
Konzentration erreicht, bei 38° bei m/3. Bemerkenswert ist das Ver- 
halten des Citrats, dessen Einwirkung auf die Veresterung zwischen 
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Abb. 16. Hydrolysekurven. 
Phosphatveresterung in Froschmuskelbrei bei 20° in 2Stunden durch verschiedene Oxalat- 
konzentrationen. 5 
Die fiir die Inkubation verwendeten Oxalatkonzentrationen sind an den Hydrolysekurven 
vermerkt. Bei allen Konzentrationen wird iiberwiegend ein schwer hydrolysierbarer 
Ester gebildet. 
Analysenbeleg Tabelle XXII. 


m/10 und m/33 einen recht bedeutenden Unterschied zeigt, da mit 
m/10 Citrat 2,23 mg P,O, pro Gramm Muskelbrei (91 °.,) verestert sind, 
mit m/33 aber nur 0,48 mg P,O, (20°,). 


Die GréBe der Phosphatveresterung durch Fluorid, Oxalat und 
Citrat innerhalb 2 Stunden ist in Prozent des verfiigbaren anorganischen 
Phosphats [ohne Beriicksichtigung der Wiederaufspaltung des gebildeten 
Esters, die besonders bei der hGheren Temperatur auftritt (vgl. Abb. 14), 
und der Spontanaufspaltung des Muskelbreies] in der folgenden Tabelle 
zusammengefaBt. 
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; 4 p — ; )y 
fon und Inkubations- Konzentration 


temperatur 


m/3 m/10 m 33 m 100 m/333 m 1000 | 
Fluorid 20° 52 68 71 65 48 42 
i 38° 72 76 71 38 20 5,5 
Oxalat 20° ... 86 88 80 67 60 47 
aes 84 77 57 34 20 15 
Citrat 20° ... 85 91 19.5 4 5 8 


Wenn auch diese Zusammenstellung kein absolutes Bild der Ver- 
esterung wiedergibt, da die einzelnen Versuchsansitze nicht mit dem- 
selben Muskelbreimaterial angestellt werden konnten, so ist doch 
beachtenswert, daB hier Oxalat und Citrat bei den héchsten Konzen- 
trationen wesentlich wirksamer sind als Fluorid. 


Zu Muskelbrei zugesetzter Harden- Young-Ester wird noch durch 
sehr geringe Konzentrationen Oxalat in einen schwer hydrolysier- 
baren Ester umgewandelt. 


lV. Arseniat. 


In ganz anderer Weise als Fluorid, Oxalat und Citrat wirkt Arseniat 
auf den P-Umsatz sowie auf die Spaltungsvorginge in der Muskulatur 
und in Hefepriparaten. Wahrend jene schon in geringer Konzentration 
mehr oder weniger stark die desmolytische Spaltung hemmen, wird 
diese durch Arseniat in recht betraichtlicher Weise beschleunigt. Die 
Erscheinung hatten zuerst Harden und Young! an HefepreBsaft be- 
obachtet. Meyerhof* dehnte dies Ergebnis auf die Muskulatur aus und 
schrieb den férdernden Effekt allgemein einer Beschleunigung der 
Spaltung des Harden-Young-Esters zu. Auch fiir die Beschleunigung 
der enzymatischen Spaltung der Hexosemonophosphorsaureester durch 
Arseniat wurde von Meyerhof und Lohmann*® angenommen, daf diese 
erst nach deren Weiterveresterung zu Hexosediphosphorsaure stattfindet. 
Gerade zur Klarung der letzteren Annahme war es von Interesse, die 
Hydrolysekurve des im Verlauf dieser Spaltung jeweilig vorhandenen 
Esters aufzunehmen. Das Ergebnis bestatigt die Annahme Meyerhofs, 
daB es die Hexosediphosphorsaure ist, deren Aufspaltung durch Arseniat 
gefordert wird. 


1 A. Harden und W.J. Young, Proc. Roy. Soc. B, 88, 451, 1911. 
2 O. Meyerhof, H. 102, 185, 1918; Pfliigers Arch. 188, 114, 1921. 
3 O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113, 1927. 
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Die Phosphatabspaltung des Harden- Young-Esters durch Frosch- 
muskelextrakt ist ohne Zusatz von Arseniat in Abb. 19, mit m/2000 
Arseniat in Abb. 20 (Tabelle X XV) dargestellt. Da aus den friiheren 
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Abb. 19. 
Hydrolysekurven (vgl. Abb. 20). 
Aufspaltung von Harden-Young-Hexosediphosphat in nativem Froschmuskelextrakt bei 20° 
nach verschiedenen Zeiten. 


Kurve | Anfangswert mit Hexosediphosphatzusatz. 


~ 2 Mit Hexosediphosphat nach 5 Minuten. 
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In dieser Abbildung ist fiir die Hydrolysezeit Null der Gehalt an direkt bestimmbar 
Phosphat angegeben. Erklirung im Text. 
Analysenbeleg Tabelle XXV. 


Untersuchungen von Meyerhof bekannt ist, daB hierbei im Muskel- 
extrakt Milchsiurebildung und Phosphatabspaltung weitgehend aqui- 
valent sind, konnte auf die gleichzeitige Bestimmung der Milchsaure- 
bildung verzichtet werden. Ohne Arseniat verlauft nun die Dephosphory- 
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sch. lierung nach den gewahlten Versuchszeiten (5, 10, 20, 30, 60 Minuten 
2000) bei 20°) einigermaBen kontinuierlich, wahrend mit Arseniat die Ab- 
een spaltung nach 5 Minuten langer Inkubation schon zwei Drittel der nach 
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Hydrolysekurven (vgl. Abb. 19) 
26 
Aufspaltung von Harden- Young-Hexosediphosphat in Froschmuskelextrakt bei 20° nach ver- 


schiedenen Zeiten in Gegenwart von m/2000 Arseniat 


Kurve 7 Anfangswert mit Hexosediphosphatzusatz. 
8 Mit Hexosediphosphat und m/2000 Arseniat nach 5 Minuten 
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Wie in Abbildung 19 ist fiir die Hydrolysezeit 0 der Gehalt an direkt bestimmbarem 
Phosphat angegeben. Erklaérung im Text. 
Analysenbeleg Tabelle XXV 
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Young-Ester schon unmittelbar, innerhalb der ersten MeBzeit von 
5 Minuten, zum Teil ein schwerer hydrolysierbarer Ester entsteht. 
Dies kann keine einfache phosphatatische Abspaltung einer Phosphor. 
siuregruppe und Ubergang in den schwerer hydrolysierbaren Robison. 
oder EHmbden-Ester sein, da annihernd doppelt so viel schwer 
hydrolysierbarer Ester entstanden, als anorganisches Phosphat ab- 
gespalten ist. Es ist hierbei vielmehr ein neuer P- Ester gebildet 
Dieser intermediar entstandene Ester wird deutlich langsamer 
gespalten als der Harden-Young-Ester. Seine Bildung, die in 
Gegenwart von Arseniat nicht wesentlich kleiner ist als in seiner 
Abwesenheit (0,5 mg gegeniiber 0,6mg P,O,; nach dem 180-Minuten- 
wert), begrenzt die Wirksamkeit dieser Substanz fiir die voll- 
stindige Aufspaltung in entscheidender Weise. So kann eine plau- 
sible Erklarung fiir das allmahliche Sistieren der Arseniatwirkung 
gegeben werden. 

Die Spaltung der Hexosemonophosphorsaiure zu Milchsaéure in 
wasserigem Froschmuskelextrakt vollzieht sich nach Meyerhof und 
Lohmann in zwei Phasen, in einer schnellen, in der unter Bildung des 
Harden-Young-Esters Phosphat aus der Lésung aufgenommen wird, 
und in einer langsameren, in der das gebildete Hexosediphosphat 
zerfallt. Da®B hier intermediir Harden-Young-Ester entsteht, war 
daraus geschlossen, daB die Milchséiurebildung in der zweiten Phase 
durch Arseniat stark beschleunigt wird und auch noch bei 37° 
erfolgt. Diese Annahme wird durch die Aufnahme der Hydrolyse- 
kurve weitgehend bestatigt. Doch ist der Vorgang von kompli- 
zierterer Art, indem neben der Bildung des Harden- Young - Esters 
auch noch die einer sdurestabileren P-Verbindung stattfindet, und 
zwar aller Wahrscheinlichkeit nach die des schwer hydrolysierbaren 
Esters IT. 

Besonders beweisend fiir die Anschauung, daB die Spaltung eines 
Monoesters nicht unmittelbar durch Arseniat beschleunigt wird, ist 
ein Versuch mit Robison-Ester, wo im nativen Extrakt aus irgend- 
einem unbekannten Grunde nur eine ganz geringe Veresterung und 
damit kaum eine Zwischenbildung von Harden-Young-Ester statt- 
hatte. Hier wurde nun die Phosphorséureabspaltung durch Arseniat 
nur unwesentlich erhéht. Dieser Versuch (la und 1b) steht in der 
folgenden Zusammenstellung neben einem anderen, in dem, wie 
zumeist, anorganisches Phosphat verestert ist und wo es innerhal! 
30 Minuten erst iiberhaupt mit Arseniat zu einer betrachtlichen 
Phosphatabspaltung kommt. In der Tabelle bedeutet das Minus 
zeichen Veresterung, das Pluszeichen Aufspaltung. Die ausfiihrliche 
Wiedergabe der beiden Versuche findet sich in den Tabellen X XV! 
und XXVII. 


Bild 


Vers 


Diffe 


Vers 


Diff 


bin 
Sul 


ein 
lich 


auf 
Ver 


bar 
ist 


ger 


ent 
fen 





von 
beht. 
hor- 
SON - 
Lwer 
ab- 
det 
mer 
in 
iner 
ten- 
roll- 
lau- 
ung 


in 
und 
des 
ird, 
hat 
war 
ase 
37° 
se- 
pli- 
ers 
ind 
ren 


nes 
ist 
id- 
nd 
tt- 
iat 
ler 
vie 
ulb 


en 








Bildung u. Aufspaltung ve Phosphorséureestern in d. Muskulatur usw. I. 359 


P,O;-Umsatz des Robison-Esters mit und ohne m/2000 Arseniat 
in wasserigem Froschmuskelextrakt. 





Inkubationszeit : 


2 Min. 5 Min 15 Min. 30 Min. 


Versuch la, ohne Arseniat 0,12 0,22 . 0,43 + O53 
- 1b, mit Es — 0,03 + 0,36 + 0,56 + 0.66 
Differenz Versuch 1b — 1a 0,09 0,14 0.13 0,12 
Versuch 2a, ohne Arseniat — 0,31 — 0,51 — 0,46 0,38 
. 2b, mit i — 0,08 - 0,26 + 0,14 + 0,42 
Differenz Versuch 2b — 2a 0,23 0,25 0,60 0,80 


In einem Versuch mit Zusatz von Neuwberg-Ester (Tabelle X XVII) 
wurde eine recht betrichtliche Spontanveresterung gefunden. Auch 
hier wirkte dann m/2000 Arseniat auf die Dephosphorylierung stark 
beschleunigend ein. 


V. Der isolierte Ester. 


Zur Bildung der aus praformiertem Glykogen entstehenden Ver- 
bindung stellt der Froschmuskelbrei das einfachste Ferment- und 
Substratmaterial dar, da dieser die meiste Gewahr fiir die Gewinnung 
eines einheitlichen Praiparats gibt. Warmbliitermuskelbrei ist weniger 
geeignet, da er nach friiheren Untersuchungen einen nicht unbetricht- 
lichen Teil an Embden-Ester enthalt, der ja ebenfalls unter Phosphat- 
aufnahme in den schwer hydrolysierbaren Ester itibergeht. Fir die 
Veresterung bzw. Umwandlung zugesetzter Kohlenhydrate und Kohlen- 
hydratphosphorsauren ist der durch Ausdriicken mit 0,9°,iger KCl- 
Lésung erhaltene Froschmuskelextrakt am geeignetsten, der zweck- 
maBig noch durch halb- bis einstiindiges Stehen bei Zimmer- 
temperatur durch Selbstreinigung von den vorgebildeten spalt- 
baren Kohlenhydraten und Kohlenhydratphosphorsaureestern befreit 
ist und dann mit Glykogen usw., Phosphat und Fluorid versetzt 
wird. Es ist hierbei erforderlich, die Substratkonzentration in 
geringen Grenzen zu halten. 


A. Darstellung. 


Zur Gewinnung des aus Froschmuskelbrei mit Fluorid oder Oxalat 
entstehenden Esters werden etwa 100 bis 200 g Froschmuskulatur durch eine 
feine Fleischmaschine getrieben und mit demselben Volumen einer Lésung 
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versetzt, die zu einem Fiinftel aus 2,6°, igem Bicarbonat, einer wasserige: 
KF-Lésung von der gewiinschten Konzentration (Endkonzentration etw 
n/50) und aus 0,9°% iger KCl-Lésung besteht. Der Versuchsansatz wird 
unter gelegentlichem Umriihren nach zweistiindigem Stehen bei Zimmer 
temperatur mit so viel 40°, iger Trichloressigsiure enteiweiBt, daB div 
Endkonzentration 6°, ig ist. Nach gutem Zerdriicken im Morser wird durch 
Gaze abgepreBt, der Riickstand nochmals mit 4° iger Trichloressigsaure 
extrahiert, die vereinigten Extrakte nach mehrstiindigem Stehen zur 
Zersetzung etwa noch vorhandener Kreatinphosphorsiéure zentrifugiert und 
filtriert und mit einer geniigenden Menge einer Suspension von Ca(OH), bis 
zur lackmusalkalischen Reaktion versetzt. (Die Verwendung von Ca an Stelle 
von Ba ist notwendig, da das Ba-Fluorid eine zu groBe Léslichkeit besitzt, 
die zusammen mit der Léslichkeitsbeeinflussung durch den Ester bewirkt. 
daB die letzten Spuren des Fluorids als Ba-Salz kaum zu entfernen sind. 
Der Niederschlag, der hauptsichlich aus CaF, und aus wenig Ca-Phosphat 
besteht, wird abzentrifugiert und aus der Lésung das Ca-Salz des Esters mit 
dem doppelten Volumen 94°, igen Alkohols ausgefaillt. Nach dem Ab- 
zentrifugieren der flockig gewordenen Fallung wird in der 10- bis 20fachen 
Menge Wasser gelést, vom Unldéslichen abzentrifugiert und die Lésung, 
die die Hauptmenge des Esters enthalt, nochmals mit Alkohol umgefallt. 
Dieser Niederschlag wird nun mit absolutem Alkohol entwassert, im eva 
kuierten CaCl,-Exsikkator iibsr Nacht getrocknet, dann fein pulverisiert und 
wieder in wenig Wasser, zweckmaBig auch in 5- bis 10% igem Alkohol gelést ; 
dieses Umfillen, Trocknen, Wiederauflésen usw. mu8 mindestens dreima! 
wiederholt werden, ehe man einigermaBen sicher sein kann, daB alles Fluorid 
entfernt ist. N-haltige Verbindungen werden in der friiher beschriebenen 
Weise mit Hg-Acetat ausgefallt. 


Zur weiteren Reinigung und Umwandlung in das leichter zu hand 
habende Ba-Salz wird das Ca-Salz in nicht zu wenig Wasser geldst 
(die Lésung eventuell mit Tierkohle gereinigt) und der Ester mit 
der eben ausreichenden Menge basischen Pb-Acetats ausgefallt. Das 
Pb-Salz ist im Uberschu8 des Fallungsmittels léslich. Nach zwei- 
maligem Waschen mit wenig Wasser wird die Suspension mit H,S oder 
H,SO, zersetzt und die Fallung als Pb-Salz nach Durchliiften und 
Neutralisieren wiederholt. Aus der Pb-freien Lésung wird dann das 
Ba-Salz hergestellt. 

Bei der Darstellung des unter der Einwirkung von Oxalat auf Frosch- 
muskelbrei gebildeten Esters verfihrt man in derselben Weise. 


Der in Gegenwart von Fluorid in Froschmuskelbrei entstehende schwer 
hydrolysierbare Ester I stellt in seiner Gesamtheit sehr wahrscheinlich keine 
einheitliche Verbindung dar. Die Erdalkalisalze des gréBeren Teils des hierbei 
entstehenden Esters sind in Wasser léslich, ein gewisser Teil ist aber schwerer 
léslich. Dazu kommt noch, daB der in Wasser lésliche Teil bei der fraktio- 
nierten Fallung als Pb-Salz in Fraktionen zerlegt wird, deren Gehalt an 
Ba- und P (nach Uberfiihrung in die Ba-Salze) sich in entgegengesetztem 
Sinne andert, und zwar in der Weise, daB die Zusammensetzung des leichter 
léslichen Pb-Salzes, das die iiberwiegende Menge darstellt, sich immer meht 
der empirischen Zusammensetzung einer Hexosediphosphorséure niahert 
Die in dieser Beziehung bisher als weitestgehend gereinigtes Priiparat anzu- 
sprechende Verbindung enthielt nur noch einen Mindergehalt von 5°, des 
P-Gehalts; ihre Reduktions- und optische Drehkraft waren am kleinsten 
Machen diese vorlaiufigen Isolierungsversuche es schon wahrscheinlich, 
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daB hier ein Gemisch von Phosphorsaureestern vorliegt, deren Hydrolyse- 
kurve aber einen ungefahr gleichmaBigen Verlauf hat, so ist es 
weniger auffallig, da8 z. B. in konzentriertem Fluorid (n/2) die Hydro- 
lysekurve des Versuchsansatzes sich nicht unerheblich unterscheidet (vgl. 
Abb. 2 und 3). 


B. Enzymatische Aufspaltung. 


Die Abspaltung von Phosphat aus dem isolierten schwer hydro- 
lysierbaren Ester verliuft in frischem Muskelextrakt nur wenig lang- 
samer als aus dem Harden-Young-Ester. Dabei entsteht fast die 
aquivalente Menge Milchsiure. In einem Versuch (Tabelle X XIX), in 
dem dieser Ester und der Harden-Youngsche miteinander verglichen 
wurden, waren z. B. nach dreistiindiger Inkubation bei 20° 80°, des 
Phosphats aus dem zugesetzten schwer hydrolysierbaren Ester (0,93 mg 
P,O;) abgespalten.. Unter Annahme der empirischen Zusammen- 
setzung des Esters als einer Hexosediphosphorsiure und des 
Zerfalls in aquivalente Mengen Milchsiure und Phosphorsiure be- 
rechnen sich hieraus 0,94 mg Milchsiure, gefunden wurden 0,80 mg 

- 85%. Von der zugesetzten Harden-Young-Saure (1,01 mg 
P,O,;) wurden in derselben Zeit 89°,, als Phosphorsiure abgespalten, 
die einer Milchsiurebildung von 1,13 mg entsprechen, gefunden 
wurden 1,11 mg. 


Die Versuche, in denen die Kinetik der fermentativen Phosphor- 
siureabspaltung aus dem schwer hydrolysierbaren Ester mit der des 
Harden-Young-Esters verglichen ist, hatten das Ergebnis, daB der 
erstere immer etwas langsamer aufgespalten wird. In der folgenden 
Zusammenstellung finden sich die Prozentzahlen; die Versuche sind 
ausfiihrlich in den Tabellen XXIX und XXX wiedergegeben. 


Enzymatische Phosphatabspaltung in Prozent der zugesetzten 
Verbindung. ‘ 





Schwer hydrolysier- 


Inkubationszeit Harden- Young- Schwer hydrolysier- . 
900 i" prareln, 5 it. barer Ester I 
(Temperatur 20°) Ester barer Ester I + (9000 Areeniat 
30 Min. 61 54 
a 68 69 
i 91 80 
180 _ ,, 89 80 
tie 31 28 37 
ae 68 60,5 68 


30 , 100 91,5 90 
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Aus der letzten Spalte folgt, daB die Phosphorsiureabspaltung 
aus dem schwer hydrolysierbaren Ester I, und damit auch die des- 
molytische Spaltung iiberhaupt, durch m/2000 Arseniat deutlich, aber 
im Vergleich zum Harden-Young-Ester nicht sehr wesentlich be- 
schleunigt wird. 


Vi. Diskussion. 


Die vorstehenden Versuche haben ergeben, daB unter dem Einflu£ 
von Fluorid, Oxalat und Citrat in phosphorylierenden Systemen unter 
den verschiedensten Bedingungen stets in ganz iiberwiegendem Mae 
schwer hydrolysierbare Phosphorsaureester entstehen. Nur in Gegen- 
wart gréBerer Mengen von auBen zugesetzten Glykogens bzw. Starke 
und anorganischen Phosphats sowie im intakten Muskel bildet sich 
noch ein leichter hydrolysierbarer Ester, der auf Grund der Hydrolyse- 
kurve und der Untersuchungen von Embden und Zimmermann als 
Harden-Young-Ester angesprochen werden darf. 


DaB sich unter gewéhnlichen Bedingungen gréBere Mengen von 
Harden-Young-Ester nicht anreichern kénnen, zeigt die Umwandlung 
von zugesetztem Harden-Young-"ster durch Muskelbrei und Muskel- 
extrakt in Gegenwart von Fluorid. Diese Umwandlung lat es nun 
von vornherein als méglich erscheinen, daB die Bildung des schwer 
hydrolysierbaren Esters auch aus den héheren Kohlenhydraten iiber 
diese Zwischenstufe erfolgt. Auf jeden Fall ist die Geschwindigkeit 
der Umwandlung gréBer als die der Veresterung des Glykogens, 
wenn beide Vorginge getrennt gemessen werden. Dem widerspricht 
nicht, daB insbesondere bei starker Veresterung wie nach gleich- 
zeitigem Zusatz von Glykogen und Phosphat zu Extrakten oder 
Muskelbrei der Harden-Young-Ester hauptsachlich zu Beginn der 
Reaktion angehaiuft und erst allmahlich umgewandelt wird; denn 
in solchen Systemen kann sich bei einem iibermaiBigen Umsatz 
die Geschwindigkeit einzelner Reaktionsphasen gegenseitig ver- 
schieben. Am deutlichsten ist diese Erscheinung in dem Versuch 
mit Kaninchenmuskelbrei (8. 348), wo der zugesetzte Harden -Young- 
Ester bei der gleichzeitig erfolgenden starken Veresterung ides pra- 
formierten Glykogens nur sehr langsam umgesetzt wurde. | Gerade 
dieser Versuch la8t den Eindruck vorherrschen, daB hier zwei Prozesse 
nebeneinander verlaufen, daB also, falls das Veresterungsprodukt von 
Glykogen und das Umwandlungsprodukt von Harden-Young-Ester 
zur Hauptsache identisch sind (was noch zu erweisen ist), das ge- 
meinsame Endprodukt auf zwei verschiedenen Wegen erreicht sein 
wirde. DaB in allen Fallen, wo das Fluorid auf phosphorylierende 
Systeme trifft, Verbindungen entstehen, die wenigstens in zwei Punkten 
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iibereinstimmen, namlich der geringen Abspaltungsgeschwindigkeit 
ihrer Phosphorsduregruppen und der empirischen Zusammensetzung 
von ein P auf drei C, geht besonders deutlich aus der Weitervereste- 
rung der Hexosemonophosphorsaéureester hervor. 

Die oben angeschnittene Frage, ob in Gegenwart von Fluorid der 
Harden- Young-Ester vielleicht eine Zwischenstufe bei der Veresterung 
der héheren Kohlenhydrate darstellt, kann natiirlich auch fir die 
Monophosphorsaureester erértert werden. Doch ist auch hier noch 
keine Antwort mdglich. 

Es war bisher angenommen worden, daB in Gegenwart von Fluorid 
die Phosphorylierung bei der Bildung des Harden-Young-Esters, der 
auch in Abwesenheit von Fluorid entstehen kann, stehen bleibt. Von 
Embden wurde die weitere Anschauung vertreten, dab das in Gegenwart 
von Fluorid gebildete Phosphorylierungsprodukt auf dem normalen 
Wege des Kohlenhydratabbaues liege. Diese Annahme ist nicht mehr 
berechtigt; denn wenn schon die bekannten Monophosphorsaureester 
nicht als Intermediarprodukte der desmolytischen Spaltungsvorginge 
gelten kénnen, so noch weniger der Harden-Young-Ester und erst 
recht nicht der in Gegenwart von Fimorid entstehende schwer hydro- 
lysierbare Ester, dessen Spaltungsumsatz noch langsamer ist. Hier 
sei auf die Anschauung von Meyerhof und Lohmann hingewiesen, daB 
die bisher isolierten biologischen Phosphorsiéureester Stabilisierungs- 
produkte eines intermediaér entstandenen labilen Esters sind, die bei 
einer plétzlichen zu schnellen Bildung dieser labilen Verbindung dem 
normalen Abbauvorgang entgingen und so weiteren phosphorylierenden 
und anderen Fermenten preisgegeben wurden. Das Wesen der Fluorid-, 
Oxalat- und Citratwirkung scheint mir nun neben der weitgehenden 
Hemmung der Desmolyse und der Dephosphorylierung (Fluoridwirkung 
erster Art) darin zu bestehen, daB das phosphatetische Vermégen der 
Fermente in Verbindung mit Umlagerungen, wofiir die Umwandlung 
des Harden-Young-Esters typisch ist, in neue Bahnen gelenkt wird 
(Fluoridwirkung zweiter Art). Da die gebildeten Phosphorsaureester 
noch ,,unphysiologischer“ als die bisher bekannten Hexosephosphor- 
saéureester sind, muB diese Umwandlung zweifellos auf einer ,,Schiidi- 
gung‘‘ des Fermentsystems beruhen. Nehmen wir das Ergebnis der 
nachstehenden Arbeit von Lipmann und Lohmann vorweg, wonach 
aus dem Harden-Young-Ester auch schon spontan in Muskelextrakt 
ein schwer hydrolysierbarer Ester entstehen kann, so ist also dieses 
Umwandlungsvermégen schon von vornherein in dem (rohen) milch- 
siurebildenden Fermentsystem vorhanden, erfaihrt aber mit Fluorid usw. 
infolge der Hemmung der Spaltungsvorginge eine Beeinflussung in 
bestimmter Richtung und sehr wahrscheinlich auch eine Beschleuni- 


gung. 
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Diese Fluoridwirkung zweiter Art ist offenbar an eine weiter 
gehende Zerstérung der Zellstruktur gebunden. So sind vielleich: 
auch die Befunde am intakten Froschmuskel, besonders die In 
jektionsversuche, wo zu einem iiberwiegenden Teile der Harden - Young 
Ester gebildet wird, zu erkliren. Fiir die Kohlenhydratveresterung 
1aBt sich namlich folgende Reihe aufstellen: Das unter normalen Be- 
dingungen vorhandene Vermégen des milchsiurebildenden Ferment- 
systems des Muskels fiihrt im intakten Muskel, wo die Koordination 
des Reaktionsablaufs naturgemiB am stirksten ausgebildet ist, stets 
nur zu einer geringen Phosphorlyierung!, wobei sehr wahrscheinlich 
der Hmbden-Ester gebildet wird, in Muskelbrei und Muskelextrakt 
zu einer stirkeren unter nur teilweiser Bildung des Hmbden- und vor- 
wiegend des Harden-Young-Esters, in stark verdiinntem Muskel- 
extrakt zu einer Umwandlung des Harden-Young-Esters. Diese 
Reihenfolge wird nun unter dem EinfluB von Fluorid dahin ver- 
schoben, da’ die Phosphorylierung schon im intakten Muskel 
bis zum Harden-Young-Ester gefiihrt wird, aber bereits im Muskel- 
brei und -extrakt bis zu dem schwer hydrolysierbaren Ester. 
Hieraus darf jedoch nicht geschlossen werden, daB die Bildung 
des Harden- Young-Esters im intakten Muskel dem normalen 
Reaktionsablauf entspricht. Zusammen mit der Fluoridwirkung 
erster Art scheint hier vielmehr nur eine Weiterveresterung vor- 
zuliegen, die unter normalen Bedingungen nicht stattfindet, wie sie 
in noch ausgepriagterem MaBe bei der alkoholischen Garung von Hefe- 
siften gefunden wird. 


Daneben mag die tiberwiegende Bildung des Harden - Young-Esters 
im intakten Muskel noch dadurch verursacht sein, daf hier nur eine 
sehr geringe wirklich in den Muskel eingedrungene Fluoridkonzentration 
wirksam war. In Versuchen mit Froschmuskelbrei entstand ja der 
Harden - Young-Ester bei n/1000 KF in gréBeren Mengen als bei héheren 
K F-Konzentrationen, und in entsprechenden Versuchen mit Muskel- 
extrakt wurde zugesetzter Harden-Young-Ester bei n/1000 KF 
nicht mehr umgewandelt. Die Befunde an in n/l und n/10 KF- 
Lésung inkubierten Muskeln brauchen dieser Annahme nicht 
unbedingt zu  widersprechen, da auch hier nichts iiber die 
eingedrungene Fluoridkonzentration ausgesagt werden kann. Die 
Fluoridwirkung wiirde also entweder in einer Beschleunigung 
des In-Wirksamkeit-Tretens von spezifischen Fermenten oder 
(bzw. und) einer Beschleunigung dieser Fermentwirkung selbst zu 
suchen sein. 


1 Wesentlich nur bet langerer tetanischer Reizung, die zweifellos eine 
iibermaBige Beanspruchung des Froschmuskels darstellt. 
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Die enzymatische Bildung des Harden - Young-Esters in Gegenwart 
von Fluorid tritt also immer nur in weniger geschidigten Ferment- 
systemen auf, und zwar 1. in ,,intakten‘‘ Froschmuskeln, 2. nach Zusatz 
von gréBeren Mengen Glykogen und Phosphat zu zerschnittener 
Muskulatur oder Muskelextrakt (wodurch nach Meyerhof auch das 
Vermégen zur Milchséurebildung in diesem viel linger erhalten bleibt) 
und 3. durch geringe Fluoridkonzentrationen. 


Aus zahlreichen Versuchen mit Froschmuskelbrei, in denen die 
wirksamsten Fluoridkonzentrationen (n/10 bis n/100) angewandt 
wurden, geht hervor, daB die Veresterung meist bei 0,3 bis 0,6 mg 
anorganischem P,O, pro Gramm Muskel stehen bleibt. Diese gew6hnlich 
nicht veresterte Menge entspricht dem Gehalt an wahrem anorganischem 
Phosphat im frischen Muskel. BilanzmaBig ist das veresterte Phosphat 
also durch das abgespaltene Phosphat (aus dem Zerfall der Guanidino- 
phosphorséure und der Pyrophosphatfraktion) zu decken. Doch ist 
fiir die Versuche die Annahme nicht gerechtfertigt (wie sie bei 
ihnlichen Phosphatveresterungen des 6fteren gemacht ist), daB nur 
gerade das aus diesen Verbindungen herriihrende Phosphat ver- 


| estert wird. Es handelt sich hier vielmehr bei dem _ Stehen- 


bleiben der Veresterung an einem gewissen Punkt vielleicht um 
eine Art Gleichgewichtsreaktion zwischen dem freien anorganischen 
Phosphat, dem an EiweiB adsorbierten und dem veresterten Phos- 
phat, die in willkirlicher Weise verschoben werden kann. Daf das 
abgespaltene Phosphat sich nicht von zugesetztem anorganischem 
Phosphat unterscheidet, zeigen ja die Versuche auf S. 332, wo das 
letztere ebenfalls bei Zusatz geringer Mengen glatt verestert wurde; 
andererseits kann die Menge nicht veresterten Phosphats in Frosch- 
muskulatur durch Zugabe von Glykogen noch weiter bis auf 0,1 
bis 0,2 mg P,O, und tiefer herabgedriickt werden. 


Doch ist in mancher Versuchsanordnung auf den‘ Gehalt an 
Guanidinophosphorsiure Riicksicht zu nehmen, um sicher zu sein, 
daB jederzeit ein geniigendes Angebot von o-Phosphat vorliegt. Aus 
diesem Grunde erfolgte in dieser Arbeit durchweg fir die Extrakt- 
versuche ein Zusatz von anorganischem Phosphat. 


Vil. Zusammenfassung. 


1. Bei der Eimwirkung von Fluorid auf Frosch-, Kaninchen- 
und Krebsmuskelbrei entsteht ein in Séuren schwer hydrolysier- 
barer Phosphorsaéureester. Wie die im Muskel vorgebildeten 
Kohlenhydrate verhalten sich die von auben zugesetzten Poly- 
saccharide Glykogen und Starke. Auch in wasserigen Muskel- 
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extrakten (Frosch und Kaninchen) werden die zugesetzten Poly- 
saccharide zu einem schwer hydrolysierbaren Phosphorsaureester 
verestert. 


2. Eine betrachtlichere Bildung von Harden-Young-Ester in 
Gegenwart von Fluorid findet nur nach Zusatz von gréBeren 
Mengen Glykogen bzw. Starke und anorganischem Phosphat statt, 
sowie bei Injektion von Fluorid in den Riickenlymphsack des 
Frosches. 


3. In wasserigen Muskelextrakten wird der Harden -Young-Ester 
in Gegenwart von Fluorid in einen schwer hydrolysierbaren Ester 
umgewandelt. 


4. Die biologischen Hexosemonophosphorsaureester, der Robison-, 
Neuberg- und Embden-Ester, nehmen in Gegenwart von Fluorid in 
wisserigen Muskelextrakten annahernd 1 Aquivalent Phosphat auf 
unter Bildung eines schwer hydrolysierbaren Esters. 


5. Auch in Hefemazerationssaft wird Starke in Gegenwart von 
Fluorid verestert und zugesetzter Harden -Young-Ester in eine schwer 
hydrolysierbare P-Verbindung umgewandelt. 


6. Die Wirkung von Oxalat und Citrat entspricht nach Versuchen 
mit Froschmuskelbrei der von Fluorid. 


7. Arseniat beschleunigt die Spaltung der Monoester in betracht- 
lichem MaB8e nur nach ihrer vorhergehenden Weiterveresterung. Diese 
Spontanveresterung fiihrt auch auf Grund der Hydrolysekurve haupt- 
sichlich zur Bildung von Harden - Young-Ester. 


8. Die Darstellung des mit Froschmuskelbrei in Gegenwart von 
Fluorid entstehenden Esters wird beschrieben. 


9. Die Geschwindigkeit der enzymatischen Phosphorsaure- 
abspaltung aus dem isolierten Ester in frischem Froschmuskelbrei 
ist etwas geringer als die aus dem Harden - Young-Ester. Hierbei werden 
Phosphorsiure und Milchséure in annaihernd dquimolekularem Ver- 
haltnis gebildet. 


10. Der EinfluB des Fluorids, Oxalats und Citrats auf das milch- 
siurebildende Fermentsystem des Muskels besteht 1. in der schon 
bekannten Hemmung der Phosphorséureabspaltung und der Desmolyse 
(Fluoridwirkung erster Art) und 2. in dem hierdurch erméglichten 
und zumeist auch verstarkten Auftreten des Umwandlungsvermégens 
von primar gebildeten Hexosephosphorsdureestern in einen schwer 
hydrolysierbaren Ester (Fluoridwirkung zweiter Art). 
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Uber die Umwandlung der Harden-Youngschen 
Hexosediphosphorsiure und die Bildung von Kohlenhydrat- 
phosphorsaureestern in Froschmuskelextrakt. 


Von 
F. Lipmann und K. Lohmann. 


[Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie (Abteilung Meyerhof), 
Berlin-Dahlem. ] 


(Eingegangen am 16. April 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In der vorhergehenden Mitteilung des einen von uns war gefunden!, 
daB der Harden-Young-Ester in Gegenwart von Fluorid in Muskel- 
extrakten in einen schwer hydrolysierbaren Ester umgewandelt wird. 
Bei diesen Versuchen war 6fters die Feststellung gemacht, daB zu 
Froschmuskelextrakt zugesetzter Harden-Young-Ester auch in Ab- 
wesenheit von Fluorid mehr oder weniger stark in einen schwer hydro- 
lysierbaren Ester iibergeht. Eine einfache partielle Dephosphorylierung 
und Bildung einer schwer hydrolysierbaren Hexosemonophosphor- 
siure (Embden-Ester) konnte nicht vorliegen, da die Umwandlung 
wesentlich starker war als die gleichzeitige Phosphatabspaltung. Fiir 
die Deutung der mit Fluorid erhaltenen Ergebnisse ergab sich hieraus 
die Folgerung, daB die chemische und auch enzymatische Stabilisierung 
des Harden-Young-Esters nicht erst nach Zusatz von Fluorid in Er- 
scheinung tritt, sondern daB diese Fahigkeit schon von vornherein im 
Muskelextrakt vorhanden ist. Zur endgiiltigen Entscheidung war aber 
eine eingehendere Untersuchung der Kinetik der spontanen Bildung 
dieses Umwandlungsproduktes und seine Isolierung nétig. 

Das Ergebnis dieser Versuche ist, daB die Umwandlung des Harden- 
Young-Esters fast stets in den nach der Vorschrift von Meyerhof? 
aus tberwinterten Fréschen hergestellten Extrakten gefunden wird, 
weniger oft in den glykolytisch gut wirksamen Extrakten aus Sommer- 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 222, 324, 1930. 
2 O. Meyerhof, ebendaselbst 178, 395, 1926. 


26 * 


390 F. Lipmann u. K. Lohmann: 


fréschen; sie wird immer erhalten, wenn auch in mehr oder weniger 
starkem MaBe, wenn der Froschmuskelextrakt auf das Fiinf- bis Zehn 
fache seines Volumens mit destilliertem Wasser oder 0,9°,iger KCl. 
Lésung verdiinnt wird. 

Das Maximum der Umwandlung des Harden-Young-Esters ist 
in einem unverdiinnten Extrakt meist nach wenigen Minuten erreicht 
Daneben findet eine desmolytische Spaltung der P-Ester statt, die 
sich bilanzmaBig zunachst hauptsichlich auf den unverainderten Ester 
bezieht, nach dessen Verbrauch aber auf das Umwandlungsprodukt 
selbst tibergreift. In den verdiinnten Extrakten ist die Milchsiure- 
bildung weitgehend herabgesetzt, so daB hier nur die Umwandlung 
vor sich geht, die dann oft erst nach mehreren Stunden beendet ist. 
Durch zu starke Verdiinnung des Extrakts erlischt aber allmahlich 
auch das Umwandlungsvermégen, so daB man mit der Verdiinnung 
nicht zu weit gehen darf. Diese verschiedenartige Beeinflussung des 
Umsatzes des Harden-Young-Esters durch zwei Fermentreaktionen 
ist fir die Untersuchung der Kinetik von geringer Bedeutung, da bei 
geeigneter Wahl der Inkubationszeiten das Maximum der Umwandlung 
doch leicht festgestellt werden kann. Anders bei den I[solierungs- 
versuchen des neu gebildeten Esters; da die enzymatischen Eigen- 
schaften der auch unter médglichst gleichartigen Bedingungen her- 
gestellten Extrakte sehr verschiedenartig sind, kann keine genaue 
Vorschrift gegeben werden, wann das Maximum der Umwandlung 
erreicht, der Versuchsansatz also abzubrechen ist. Die Ausbeuten an 
dem Umwandlungsprodukt waren daher oft nur gering. 

In den giinstigen Fallen wurde eine 60- bis 70°, ige, gelegentlich 
auch eine noch héhere Umwandlung des zugesetzten Harden-Young- 
Esters gefunden; dabei war in den verdiinnten Extrakten das Optimum 
zumeist nach 2 Stunden langer Einwirkung bei Zimmertemperatur 
erreicht. Die Umwandlung verlaiuft hier nur bei schwach alkalischer 
Reaktion (Zusatz von Na-Bicarbonat). Durch Erhéhung der Tem- 
peratur (bis auf 37°) wird ihre GréBe nicht wesentlich beeinfluBt. Der 
optimale Grad der erforderlichen Verdiinnung wurde auf Grund der 
Erfahrung aus dem EiweiBgehalt des Extrakts bestimmt, indem eine 
Probe des Extrakts verdiinnt, mit Trichloressigsiure versetzt und aus 
der Starke der Eiwei®fallung der Zusatz der 0,9°,igen KCl-Lésung 
bemessen wurde. 

Die chemische Untersuchung des spontan gebildeten Umwandlungs- 
produkts des Harden-Young-Esters (schwer hydrolysierbarer Ester I1) 
ergab eine nahe, wenn auch nicht vollstandige Ubereinstimmung mit 
dem aus Froschmuskelbrei in Gegenwart von Fluorid erhaltenen Ester 
(schwer hydrolvsierbarer Ester I). Die empirische Zusammensetzung 
entspricht der einer Hexosediphosphorsaure, wenn auch beim Ester I! 
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ebenso wie beim Ester I bisher stets ein zu geringer P-Gehalt bei einem 
hier etwas erhéhten C-Gehalt gefunden wurde. Die Erdalkalisalze 
beider Ester sind in Wasser léslich, auch die Reduktionskraft ist bei 
beiden gleichmaBig gering, ebenso die Abspaltungsgeschwindigkeit 
der beiden Phosphorsiuregruppen bei der Saurehydrolyse (k = 0,1 

10~% in n HCl bei 100°); die optische Drehung des Esters II war bei 
den bisher erhaltenen Praiparaten aber zumeist deutlich negativ (0 bis 
— 4°), waihrend die des Esters I gewéhnlich schwach positiv war 
(0 bis + 4°). 

Die Konstitution des Harden-Young-Esters wird durch die 
spontane enzymatische Umwandlung grundlegend verandert. ~*Die 
Reduktionskraft des neuen Esters (ebenso die des in Gegenwart von 
Fluorid entstehenden Esters 1) betragt nach den Zuckerbestimmungen 
von Bertrand und Willstdtter-Schudel rund ein Zehntel der aus dem 
P-Gehalt berechneten Hexose, ist also gegeniiber der urspriinglichen 
Harden- Youngschen Hexosediphosphorséure (42°/, bzw. 4°/,) nach 
Bertrand erheblich verringert, nach Willstdtter-Schudel etwas erhdht. 
Eine Carbonylgruppe bzw. eine leicht aufspaltbare O-Briicke, wie sie 
in den bisher bekannten Hexosephosphorsaureestern offenbar vorliegen, 
ist bei den schwer hydrolysierbaren Estern I und II vielleicht iiber- 
haupt nicht mehr vorhanden, da es nicht ausgeschlossen erscheint, 
daB auch diese geringe Reduktionskraft nicht den gesuchten Ver- 
bindungen selbst zukommt. Andererseits zeigt die Aufspaltbarkeit 
der Ester in Milchséure durch frischen, gut wirksamen Muskelextrakt, 
daB hier noch eine garfihige Kohlenhydratverbindung vorliegt im 
Unterschied von den synthetisch hergestellten Zuckerphosphorverbin- 
dungen, die enzymatisch nur sehr wenig aufgespalten werden kénnen!. 
Es bleibt noch zu untersuchen, ob die auffalligste Dokumentierung 
der Umwandlung, die Verringerung der Abspaltungsgeschwindigkeit 
der beiden Phosphorsiuregruppen bei der Saurehydrolyse, -allein durch 
die Verinderung der Sauerstoffbindung der Carbonylgruppe bedingt 
wird oder dazu noch durch eine Wanderung der Phosphorsiuregruppen 
an andere C-Atome, was wohl als wahrscheinlicher anzusehen ist. 

Aus dem Vermégen zur Umwandlung der Harden- Youngschen 
Hexosediphosphorséure durch alle Muskelextrakte, in denen dieser 
Vorgang nicht durch eine zu schnelle Glykolyse verdeckt ist, ergibt 
sich ein neuer Anhaltspunkt fiir die problematische Natur der im 
Kohlenhydrat-Zellstoffwechsel auftretenden und _ isolierten Zucker- 
phosphorsiuren. Da der schwer hydrolysierbare Ester I] kaum als 
obligat intermediéres Zwischenprodukt der desmolytischen Spaltung 
der Kohlenhydrate angesehen werden darf, erhebt sich mit verstarkter 


1 O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113, 1927. 
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Berechtigung die Frage, ob die bisher isolierten P-Ester nicht auc! 
ebenfalls Produkte sind, deren Bildung abseits des normalen, in de: 
intakten Zelle stattfindenden Kohlenhydratabbaues liegt. Die Arbeits- 
hypothese von Meyerhof und Lohmann (I. c.), daB der Robison-, Embden- 
und der Harden-Young-Ester stabilisierte Ester einer wahren inter- 
mediiren Verbindung sind, gewinnt durch diese Versuche eine neue 
Stiitze. 


Die mégliche Bildung des schwer hydrolysierbaren Esters II ist 
bei der Untersuchung des Umsatzes der Kohlenhydratphosphorsaure 
ester im Muskel immerhin in Betracht zu ziehen. Die einschlaigigen 
Versuche ergaben jedoch, daB bei der Veresterung in gut wirksamen 
Muskelextrakten dieser Bildung wohl nur eine untergeordnete Be- 
deutung zukommt. Zu diesem Zwecke wurde die Milchsaiurebildung 
aus Starke und Hexosen durch Froschmuskelextrakt untersucht, die 
nach O. Meyerhof! genau wie die alkoholische Garung des Mazerations- 
saftes mit einer gleichzeitigen Phosphatveresterung verbunden ist. 
Der hier gebildete Kohlenhydratphosphorsaureester war friiher auf 
Grund indirekter Bestimmungen als (Harden- Youngsche) Hexose- 
diphosphorsiure angesprochen worden (Aufspaltung bei 37°; ihre 
Beschleunigung durch Zusatz von Arseniat). Doch war nach der Ent- 
deckung von Embden und Zimmermann”, daB der im frischen Muske! 
vorhandene Kohlenhydratphosphorsaureester ein Hexosemonophosphor- 
siureester ist, die Méglichkeit nicht von der Hand zu weisen, dal 
auch bei der Phosphatveresterung im Froschmuskelextrakt wenigstens 
eine teilweise Bildung des Embden-Esters statthat. In der Tat konnte 
mittels der Hydrolysemethode eine solche teilweise Bildung eines 
schwer hydrolysierbaren Esters nachgewiesen werden. Da die Hydro- 
lysemethode selbst zwischen dem Embden-Ester und dem schwer 
hydrolysierbaren Ester nicht zu unterscheiden gestattet, andererseits 
aber bei der Weiterveresterung des Embden- wie des Neuberg-Esters 
mit der Bildung eines schwer hydrolysierbaren Esters zu rechnen ist 
(vgl. die vorstehende Mitteilung), wurde die als Ba-Salz in Wasser 
lésliche und schwer in heiBer Saure hydrolysierbare Fraktion eines 
gréBeren Versuchsansatzes isoliert, die sich als eine Hexosemono- 
phosphorsaure erwies. Der andere Teil ist auf Grund der Hydrolyse- 
kurve und des P- und Ba-Gehalts der isolierten Verbindung als Harden- 
Youngsche Hexosediphosphorsiure anzusprechen. Im Muskelextrakt 
findet also gewéhnlich bei der Spaltung der Kohlenhydrate in Milch- 
siure die Bildung zweier Kohlenhydratphosphorsiureester, und zwar 
einer Hexosemonophosphorséure (Embden- Ester) und der Harden- 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 462, 1926; 188, 176, 1927. 
2 G. Embden und M. Zimmermann, H. 167, 114, 1927. 
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Youngschen Hexosediphosphorsaure statt. Daneben ist aber stets die 
Bildung des schwer hydrolysierbaren Esters II méglich, der neben 
dem Embden-Ester nur nach der Isolierung der Veresterungsprodukte 
nachgewiesen werden kann. Im allgemeinen ist die Bildung des Hexose- 
monophosphorsaureesters nicht sehr erheblich, die starkste beob- 
achtete betrug etwa die Halfte der Gesamtveresterung. 

Auch im Hefemazerationssaft entsteht in bisher ebenfalls durchaus 
uniibersichtlicher Weise! der Robison-Ester neben dem Harden- 
Young-Ester. Nach Kluyver und Struyk? soll die Bildung des Robison- 
Esters mit der Verdiinnung des Extrakts zunehmen. Im allgemeinen 
kann aber der Robison-Embden-Ester weder im Hefesaft noch im 
Muskelextrakt ausschlieBlich gebildet werden, da nach Meyerhof und 
Lohmann* die zugesetzten Ester, ebenso auch der Newberg - Ester, 
unter Aufnahme von anorganischem Phosphat zum Harden-Young- 
Ester weiterverestert werden, wobei ein erheblicher Garanstieg statt- 
findet. Diese Weiterveresterung ist nun fast stets im Froschmuskel- 
extrakt gréBer als im Hefemazerationssaft. (Es ist daran zu denken, daB 
Hefesafte und Muskelextrakte, die unter ihren P-Veresterungsprodukten 
eine erhebliche Bildung von Robison- bzw. Embden-Ester zeigen, 
auch spontan nur ein geringeres Vermégen zur Weiterveresterung 
sowie Aufspaltung zugesetzter Kohlenhydratmonophosphorsaureester 
besitzen.) 

In dem ersten Teile der vorliegenden Arbeit (S.394) wird die 
spontane enzymatische Umwandlung von zugesetztem Harden-Young- 
Ester in nativem und verdiinntem Extrakt beschrieben, im zweiten 
Teile (S. 401) die Phosphatveresterung bei der Milchsaéurebildung aus 
Starke und Hexosen durch Froschmuskelextrakt. 


Methoden, 


Zur Untersuchung der Kinetik der Umwandlung des Harden- Young- 
Esters und der Bildung der Kohlenhydratphosphorsiureester bei der 
Veresterung von Starke und Hexosen diente die Hydrolysemethode zur 
fraktionierten Bestimmung von P-Verbindungen. Diese beruht darauf, 
da8B der Harden-Young-Ester bei dreistiindiger Hydrolyse in n HCl im 
kochenden Wasserbad fast vollstindig gespalten wird, der Embden-Robison- 
Ester aber nur zu etwa 25% und der schwer hydrolysierbare Ester IT zu 10%. 
Dies bedeutet, daB die Abspaltungsgeschwindigkeit der einen Phosphor- 
siuregruppe im Harden-Young-Ester 200mal, die der anderen 40mal 
gréBer ist als im Ester IT. 


1 A. Harden und F. R. Henley, Biochem. Journ. 21, 1216, 1927; 28, 
230, 1929. 

2 A.J. Kluyver und A. P. Struyk, Proc. Roy. Acad. Amsterdam 31, 
Nr. 8, 1928. ’ 

3 O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113, 1927; K. Loh- 
mann, ebendaselbst 222, 324, 1930. 
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F. Lipmann u. K. Lohmann: 
Die Umwandlung des Harden-Young-Esters in den schwer hydrolysierbaren 
Ester II. 


Die Kinetik der Umwandlung und Aufspaltung des Harden- 
Young-Esters gibt in anschaulicher Weise die Abb. 1 (Tabelle I) wieder. 
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Abb. 1. Hydrolysekurven. 
Spontane Umwandlung von Harden-Youngscher Hexosediphosphorsiure in Extrakt aus der 
Muskulatur von iiberwinterten Friéschen; Versuchstemperatur 20°. 

Kurve 1 Anfangswert, 

Kurve 2 nach 11 Minuten langer Inkubation, 

Kurve 3 nach 31 Minuten langer Inkubation, 

Kurve 4 nach 60 Minuten langer Inkubation. 
Nach 11 Minuten langer Inkubation bei 20° sind aus dem zugesetzten Harden-Young-Este1 
(= 1,16 mg P20;5) 0,11 mg = 10°/9 als o-Phosphat abgespalten; gleichzeitig sind 56°/, in den 
Ester II umgewandelt. Bei lingerer Inkubation setzt die langsame Aufspaltung des neu ent- 

standenen Esters ein. 


Tabelle I. 


Umwandlung des Harden-Young-Esters in den schwer hydrolysierbaren 
Ester II durch Froschmuskelextrakt bei 20°. 














S Schwer hydro 
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1} 0 | 0,82) 1,24 1,55 | 1,78 | 1,98 212 1,16 | 1,16 - — 
2 21), | 0,91 | 1,18 | 1,52 | 1,68 | 1,78 2,12 | 1,07 | 0,85 0,24 22 
8 i 11 | 0,93 | 1,09 _— 1,37 | 1,44 2,12 | 1,05 | 0,51 0,59 56 
4/21 | 1,16 | 1,20 | 1,23 | 1,81 | 1,87 | 2,14 | 0,82 0,20 0,68 83 
5 | 60 | 1,64] 1,68 | 1,66 | 1,71 | 1,75 2,11 0,84 0,11 | 0,25 74 
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Der Extrakt war aus tiberwinterten Fréschen (Versuch vom 12. Marz 
1929) hergestellt. In den ersten 10 Minuten der Inkubation findet 
aus dem Harden- Young-Ester nur eine ganz geringe Phosphatabspaltung 
statt (0,1 mg P,O,), wahrend die Umwandlung auf Grund des 180-Mi- 
nutenwertes 0,59 mg P,O,, etwa die Hialfte des zugesetzten Esters, 
betragt. In den nachsten 20 Minuten der Inkubation wird der noch 
vorhandene Harden-Young-Ester gespalten, dann setzt die langsame 
Aufspaltung des Esters II ein. 

In diesem Versuch verliefen das desmolytische und das Um- 
wandlungsvermégen des Extrakts nebeneinander. In Abb. 2 ist nun 


mg eG 

















50 
hyarolysezelt in Min 


Abb. 2. Hydrolysekurven. 
Spontanumwandlung des Harden-Young-Esters in Froschmuskelextrakt bei 20‘ 
Kurve 1 Anfangswert, Kurve 2 nach 20 Minuten, 
Kurve 3 nach 60 Minuten, Kurve 4 nach 120 Minuten 
Nach 2 stiindiger Inkubation sind zwei Drittel des zugesetzten Harden-Young-Esters ohne 
wesentliche o-Phosphat-Abspaltung in den Ester I] umgewandelt 


ein Versuch mit einem Extrakt aus iiberwinterten Fréschen (12. April 
1929) wiedergegeben (Extrakt durch sehr miaBiges Zerdriicken der 
Muskulatur gewonnen), wo das Vermégen zur Milchsdurebildung 
praktisch erloschen, das Umwandlungsvermégen aber stark vorhanden 
war. Nach zweistiindiger Inkubation ist kaum o-Phosphat abgespalten, 
aber mehr als zwei Drittel des zugesetzten Harden-Young-Esters sind 
umgewandelt. In demselben Versuchsansatz (Tabelle I1) war gleich- 
zeitig der Einflu8 von n/100 Fluorid untersucht; hier ist nun nahezu 
der Idealfall verwirklicht, da8 mit und ohne Fluorid praktisch dieselbe 
Umwandlungsgeschwindigkeit und -gré8e gefunden wurde, ein fiir die 
theoretische Deutung der Flucridwirkung ausschlaggebender Befund 
(vgl. die Erérterung auf 8.363). Der Umsatz des Harden-Young- 
Esters in diesem Versuch ist, in Prozenten des umgewandelten Esters 
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von dem insgesamt vorhandenen Ester, in Abb. 3 dargestellt. Di: 
©-Punkte sind fiir die spontan verlaufende Umwandlung gefunden, 
die ()- Punkte in Gegenwart von n/100 Fluorid. 


Auch die Abhangigkeit von der [H] des Extrakts ist bei der 
spontanen und der durch Fluorid bewirkten Umwandlung des Harden- 


% 


100, 








Incubationsze/t 17 


60 


Abb. 3. 


Mp 


Umwandlung von zugesetztem Harden-Young-Ester in °/) des insgesamt vorhandenen Esters. 


©O-Punkte: Spontanumwandlung. 


(j-Punkte: Umwandlung in Gegenwart von n/100 Fluorid, 


Die Geschwindigkeit und GrifBe der Umwandlung des zugesetzten Harden-Young-Esters wir 
hier durch n/100 Fluorid nicht beeinflubt. 


Umwandlung des Harden-Young-Esters in den schwer hydrolysierbaren 
Ester durch Froschmuskelextrakt mit und ohne Zusatz von Fluorid. 


Tabelle Il. 





Nr. 


“1D orf COD 


Inkubationszeit 


Min. 


0 
20 
60 

120 
20 
60 

120 


Zusatz 
von 
NaF 


n/100 
n/100 
n/100 


direkt bestimmt | 


0,47 
0,43 
0.43 
0,46 
0,43 | 
0,42 
0,42 


mg P,Os5 


90’ 180’ 
1,47 | 1,57 
1,24 | 1 
0,98 | 1,02 
0,84 | 0,8 


mg 
P,O5 


1,10 
1,14 
1,14 
1,11 
1,14 
1,15 
1,15 





0.28 | 25 


Schwer hydr ] 
lysierbarer 
Ester 


mg 
P205 





0.61 53 
0,76 69 
0,35 27 
0.61 49 
0,86 70 
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Young-Esters praktisch dieselbe, und zwar liegt das py-Optimum 
bei stark verdiinntem Extrakt auf der alkalischen Seite des Neutral- 
punktes (vgl. Tabelle ITT). 


Tabelle Til. 


Umwandlung des Harden-Young-Esters in den schwer hydrolysierbaren 
Ester mit und ohne Fluorid bei verschiedenem Bicarbonatgehalt des 
Extrakts. Extrakt zehnmal verdiinnt; Inkubationszeit 120 Minuten bei 20°. 











Schwer 
me mg P20; pro & hydrolysierbarer 
+ , Ansatz = : ester 
Ni > = 2 é 2 
be 5 = = ge bes 
Z = zs oad mi 
N ' 2 mg r=] 
Min i P05 mg i 
1 — 0 0,20 1,07 — 0.87 0 
2 0,75 —- 120 0,317 0,66 0,12 0,75 0,45 60 
3 0,25 — 120 0,466 0,76 0,27 0,60 0,34 57 
4 0) —_ 120 0,367 | 1,07 0,17 0,70 0 0 
5 0* — 120 0,318 1,07 0,12 0,75 0 0 
6 0,75 n/33 120 0,250 0,665 0,05 0,82 0,44 54 
7 0,25 n/33 120 0,203 0,585 0 0,87 0,53 61 
8 0 n/33 120 0,200 0,92 0 0,87 0,16 18 
9 QO* n/33 120 0,214 1,05 0,01 0,86 0,02 2 


* Extrakt mit 5°/jiger CO, gesiittigt. 


In einem weiteren Versuch vom 23. April 1929 (Tabelle IV) ist 
der Einflu8 einer vier- bis achtfachen Verdiinnung auf in gewéhnlicher 
Weise hergestellten Extrakt wiedergegeben. Die Umwandlung nimmt 
danach absolut sowohl mit der Verdiinnung wie mit der Inkubations- 
zeit (Versuche 3 und 4) langsam zu. 


Tabelle IV. 
Umwandlung von Harden-Young-Ester in den schwer hydrolysierbaren 
Ester in verdiinntem Froschmuskelextrakt. Temperatur 20°. 





Nach der Schwer hydrolysierbarer 
nkube Ester 
Verdiinnung ictal Bei der ae Wee f 
- ~— “zeit Inkubation vechandoner in /g des 
Extraktes abgespalten E reer : insgesamt 
us mg P20 : 
ue vorhandenen 
Min. mg P20; mg P20; Ester-P, 0, 
1 4fach 60 0,48 0.61 0.31 51 
2 6 fach 60 0,21 0.83 0.48 58 
3 8 fach 60 0.03 0,98 0.57 58 
4 8 fach 120 0,07 0,94 0,66 70 


Der isolierte Ester. Darstellung. Ein typischer Versuchsansatz zur 
Darstellung des schwer hydrolysierbaren EstersIIl war der folgende 
63 ccm Extrakt, der durch Zerdriicken von drei Teilen Muskulatur mit vier 
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Teilen 0,9°, iger K Cl-Lésung hergestellt war, wurden mit 43 cem 7,5% igs 
NaHCO,-Lésung, 140 ccm 0,9% iger KCl-Lésung und 180 cem Na-Hexos 
diphosphatlésung (mit etwa 500 mg Ester-P,O,) versetzt. 

In 10 cem dieser Mischung waren nach zweistiindiger Inkubation bei 
Zimmertemperatur 1,64 mg Milchséiure gebildet und 1,45mg P,O, abg 
spalten. Eine partielle Dephosphorylierung (zum Embden-Ester?) hat also 
nur in geringem MaBe stattgefunden. Bei dreistiindiger Hydrolyse in n H(| 
bei 100° wurden von dem noch vorhandenen Ester (entsprechend 3,28 mg 
P,O, pro 10cem) 1,2 mg P,O, abgespalten. Die Fermentlésung enthielt 
danach etwa ein Drittel Harden-Young-Ester und zwei Drittel schwei 
hydrolysierbaren Ester. 

Die EnteiweiBung erfolgte durch Zugabe von ein Zehntel des Volumens 
an 40°%iger Trichloressigsiure. Das Filtrat wurde neutralisiert und de: 
gréBte Teil des anorganischen Phosphats mit Mg-Mixtur gefallt, wobei 
die Nitrate des Mg und NH, benutzt wurden. Nach Einengen der 
Lésung wurde zur Entfernung der organischen N-Verbindungen in schwach: 
saurer Lésung mit Hg-Acetat gefaillt und das Filtrat mit basischem Pb 
Acetat in geringem Uberschu8 versetzt. Der Niederschlag wird auf der 
Zentrifuge gewaschen, dann mit H,S zersetzt. Aus der durchliifteten 
Lésung wird nach Neutralisieren mit Ba(OH), durch Fillen mit dem 
anderthalbfachen Volumen Alkohol das Ba-Salz ausgefallt. Zur Ab- 
trennung des Harden- Young-Esters trocknet man den Niederschlag nach 
dem Entwiissern mit absolutem Alkohol im evakuierten Ca(Cl,-Exsikkator. 
extrahiert mit Wasser und wiederholt dieses Vorgehen nach Fallen der 
wisserigen Lésung, die das Ba-Salz des Esters II enthalt, zwei- bis drei 
mal. Die Léslichkeit des Ba-Salzes in Wasser betrigt schlieBlich etwa 
1,5%, ist aber sehr abhingig vom Gehalt an Harden-Young-Ester, durch 
den sie stark herabgesetzt wird. 

In einigen Fallen wurde der Harden-Young-Ester statt durch Ab 
scheidung seines schwerer léslichen Ba-Salzes durch die vollstandige Aut- 
spaltung des Esters bei | bis 2 Tage langem Stehen bei 50 bis 60° in n HC! 
entfernt. Ein Unterschied in den Eigenschaften des so mit Saure be- 
handelten schwer hydrolysierbaren Esters II wurde nicht gefunden. 

Nach den Elementaranalysen ist es bisher noch nicht gelungen, eine 
Verbindung zu erhalten, die genau der Zusammensetzung einer Hexose 
diphosphorsaure entsprach. Im folgenden seien einige Daten wiedergegeben. 
die von den bisher erhaltenen Ester-II-Priparaten erhalten wurden. Der 
(-Gehalt eines solchen Praparats (als Ba-Salz) lag fiir eine Hexosedi 
phosphorsiure um etwa 1% C zu hoch, der P-Gehalt war zu niedrig; der 
Ba-Gehalt entsprach genau dem fiir ein hexosediphosphorsaures Salz 
berechneten Wert. 


Spezifische Drehung der freien Saure: 


l. ¢ = 3,72%; ¢ = 200 mm; ¢ = 19; a = — 0,21°; [a]p = — 2,8°. 
2. c= 1,13%; t = 200 mm; ¢ = 20°; a = 0,08°; [a]p = — 3,5°. 


Reduktionswert nach Bertrand (Méckel-Frank): 
1. Berechnet (aus dem P-Gehalt): 4,03 mg Hexose. 


Gefunden: 0,40 mg .,Glucose“. 
Reduktionskraft 10%. 


2. Berechnet: 7,25 mg Hexose. 
Gefunden: 0,3 mg ,,Glucose“. 
Reduktionskraft 4°. 
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Reduktionskraft nach Willstdtter-Schudel: 
1. Berechnet (aus dem P-Gehalt): 1,32 mg Hexose. 
Gefunden: 0,15 mg ,,Glucose“. 
Reduktionskraft 11°. 
2. Berechnet: 4,13 mg Hexose. 
Gefunden: 0,42 mg ,,Glucose“. 
Reduktionskraft 10%. 

Als Vergleich seien die entsprechenden Werte fiir den schwer hydro- 
lysierbaren Ester I angefiihrt. 

Spezifische Drehung: ~ 0. 

Reduktionskraft nach Bertrand (Méckel-Frank): 

1. Berechnet (aus dem P-Gehalt): 2,52 mg Hexose. 

Gefunden: 0,3 mg ,,Glucose*. 
Reduktionskraft 12°%. 
2. Berechnet: 11,28 mg Hexose. 
Gefunden: 1,3 mg ,,Glucose“. 
Reduktionskraft 11,5%. 

Reduktionskraft nach Wéillstdtter-Schudel : 

Berechnet (aus dem P-Gehalt): 4,5 mg Hexose. 
Gefunden: 0,42 mg ‘‘Glucose“. 
Reduktionskraft 9,5%%. 

Aufspaltungsgeschwindigkeit inn HCl. Die Konstante der Aufspaltungs- 
geschwindigkeit bei der Hydrolyse in n HCl ist bei 100° rund 0,1. 16-%. 
Nach 20stiindiger Hydrolyse ist dann noch nicht die Halfte des Esters 
gespalten. Um festzustellen, ob die beiden Phosphorsdiuregruppen sich 
in der Festigkeit der Bindung unterscheiden, wurde im Dampf von siedendem 
Amylalkohol (Temperatur 128°) hydrolysiert. Bei dieser Temperatur 
werden innerhalb 13 Stunden 94°, des gesamten P abgespalten. Das 
Ergebnis ist in Tabelle V wiedergegeben. Die Konstante (berechnet nach 
der monomolekularen Reaktionsformel) ist 1,5 . 10-8. Beide Phosphorsaure- 
gruppen werden hiernach mit der gleichen Geschwindigkeit abgespalten. 


Tabelle V. 
Aufspaltung des schwer hydrolysierbaren Esters II in n HCl bei 128° 
(Amylalkohol-Dampfbad). 





> ‘ 2ene > 
Hydrolysezeit P20 abgespalten 


Nr. ee. . k.10 
Std. mg 9 

1 1 0,231 16,5 1,3 
2 3 0,697 50 1,7 
3 5 0,915 65,5 1,5 
+ 8 1,13 81 1.4 
5 1( 1,22 87.5 1,5 
6 13 1,31 94 1,7 
7 Veraschung 1,395 


Oxydation in Phosphatlésung. Ein charakteristisches Merkmal der 
Hexosen! und der Hexosephosphorsiureester ? ist die GréBe ihrer Spontan- 


1 O. Warburg und Yabusoe, diese Zeitschr. 146, 380, 1924. 
2 O. Meyerhof und K. Lohmann, ebendaselbst 185, 113, 1927. 
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oxydation in konzentrierter neutraler Phosphatlésung. Fructose wird 


recht erheblich oxydiert, Glucose dagegen fast gar nicht; von den Hexos: 
monophosphorséuren wird der Neuberg-Ester noch starker als der frei 


Zucker oxydiert, der Embden- und Robison-Ester zeigt eine geringe, dic 
Harden-Youngsche Hexosediphosphorsaéure fast keine Oxydation. Auch 


der schwer hydrolysierbare Ester IT wird nur langsam oxydiert und ebens 


der in Gegenwart von Fluorid aus Froschmuskelbrei isolierte Ester I. In 


Tabelle VI sind zwei derartige Versuche wiedergegeben. 


Tabelle VI. 


Spontanoxydation der schwer hydrolysierbaren Ester 1 und II in molare: 





Phosphatlésung vom py 8,5 bei 37°. Versuchsdauer 90 Minuten. 
. ; Molare Verbraucht In %lo 
Nr. Substanz eae eth der Fructose- 
Konzentration cmm 0, oxydation 
1 ee 4 eo erty 0,03 1,3 2 
a a 0,03 8,2 10 
Harden-Young-Ester 0,03 2,2 3 
oa 0,033 84 100 
2 ge ae 0,03 2,7 5 
— Se ere 0,03 3,2 6 
Harden-Young-Ester 0,03 2,7 5 
| ae er 0,03 52 100 


Enzymatische Aufspaltung des isolierten Esters II. Bei der Auf- 
spaltung des isolierten Esters durch frischen Froschmuskelextrakt 


werden annahernd aquivalente Mengen Milchsdure und Phosphorsaure 


abgespalten. Die gebildete Milchsiure betrug, wie aus dem Versuch 
in Tabelle VII hervorgeht, 80 bis 85°, des abgespaltenen Phosphats. 
Nach 1! stiindiger Inkubation war hier erst gut die Halfte des zu- 
gesetzten Esters aufgespalten. 


Tabelle VII. 


Milchséurebildung und Phosphatabspaltung aus dem isolierten schwe1 
hydrolysierbaren Ester II in frischem Froschmuskelextrakt. Versuchs- 
ansatz: je 5,0ccm Extrakt mit 4,65 mg Ester-P,O,;. Versuchstemperatur 20". 





Pp =nhe anes » 5 . 
o-Phosphat abge _ _ Milchsiure gebildet 





entsprechen¢ 
Nr. Inkubations- in %, Hexose 
zelt aus dem in °%/9 des 
mg P.O; mg Hexose mg abgespaltenen zugesetzten 
o-Phosphat- Esters 
Min. P205 
1 10 0,99 1,25 1,00 80 22 
2 90 2,49 3,15 2,68 85 4 


Eine véllige Identitaét der beiden schwer hydrolysierbaren Ester | 

und II hat sich aus den angefiihrten Daten also bisher nicht er- 
. . > . . . . 

geben, wenn auch eine weitgehende Ubereinstimmung in ihren wesent 
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lichen chemischen und physikalischen Eigenschaften vorliegt. Die 
exakte Entscheidung der Frage wird dadurch erschwert, daB es an- 
scheinend in beiden Fallen noch nicht gelungen ist, wirklich ein- 
heitliche Praparate darzustellen. Auch die fraktionierte Kristallisation 
der ‘Brucinsalze fiihrte noch nicht zum Ziele. 


Die enzymatische Bildung der Harden -Youngschen Hexosediphosphorsiure 
und einer Hexosemonophosphorsiure (Embden-Ester) 
in Froschmuskelextrakt. 


Bei der Milchsaéurebildung aus zugesetzter Starke durch gut wirk- 
samen Froschmuskelextrakt wurden in dem in Tabelle VIII wieder- 
gegebenen Versuch der Hexosemono- und der -diphosphorsaureester 


etwa in demselben Verhaltnis gebildet. Fiir die Berechnung der beiden 
letzten Spalten in Tabelle VIII, die die Zubildung an den beiden Estern 
wiedergeben, ist angenommen, da der Ester der schwer hydrolysier- 
baren P-Fraktion bei der dreistiindigen Hydrolyse in n HCl zu 25°, 
aufgespalten ist}. 
Tabelle VIII. 
Phosphatveresterung von Starke in Froschmuskelextrakt. 
Versuchsansatz: je 1,0 ccm Extrakt, 
0.2. ,, m/15 Phosphat, 
0,1 , 7,5%¢. NaHCO,, 
0.3 ,, 2°%,ige Starkelésung. 





mg P,0, Versuchsansatz 


Schwer Leicht ©), Monoester 

hydrol. hydrol von der 

Fraktion Fraktion Gesamt- 
(Monoester) (Diester) veresterung 


Inkubations- 


<= 


mg P20; mg P, 0; 


0 9} 1,75 1,79 1,84 1,83 2,01 - — 

3 1,45 1,62 1,6 y¢1 | 1,75 | 2,01 0,11 0,13 . 46 
10 | 1, / , 62 1,68 2,02 0,20 0,29 41 
60 0, 9 j 46 1,56 2,04 0,36 0,35 50 





Eine geringere enzymatische Bildung des Embden-Esters wurde 
bei der Glykolyse der Fructose durch Froschmuskelextrakt gefunden. 
Wahrend Glykogen und Starke in Froschmuskelextrakt spontan des- 
molytisch gespalten und phosphoryliert werden, ist dies bei den giir- 
fahigen Hexosen in starkerem MaBe nur in Gegenwart eines von Meyerhof 
aus autolysierter Hefe erhaltenen Aktivators, der ,,Hexokinase‘‘?, der 
Fall. In den in Tabelle 1X wiedergegebenen, mit Zusatz von Hexokinase 
angestellten Versuchen war in Versuch 1 nach 30 Minuten langer 


1 Vgl. K. Lohmann, diese Zeitschr. 194, 306, 1928. 
2 O. Meyerhof, Die chemischen Vorgange im Muskel. J. Springer, 1930. 
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Tabelle IX. 
Phosphatveresterung bei der Milchsiurebildung aus Fructose in Frosc! 
muskelextrakt mit Zusatz von Hexokinase. Pro Versuchsansatz 0,5 cc1 
Extrakt mit 0,14ccem m/15 Na,HPO,, 2 mg Fructose und Hexosekinas: 
Gesamtvolumen 1,0ccm. Versuchstemperatur 20°. 








3 mg P,05 pro Versuchsansatz = a => 
Nr 3 = g = . : 
Sis se | &E 
= £ | 7 30’ 90' 180’ J 5) Ee n ~ 
Se yee be = 
Min. || ~ - E ‘i 
1 0 11,07} 1,17)1,15, — | 1,17 | 1,24 - 
15 0,20 0,47 | 0,70 0,95 | - 0,29. 0,58 33 
30. ~0/ 0,36) 0,66) - 0,99' — 0,24 0,83 23 
155 0,29 | 0,55 | 0,77 - 1,03, - 019 0,59 24 
180 0,33 '0,59|}0,80; — 1,04 — 0,17 | 0,57 23 


2 0 1,15 | 1,18 | 1,18 | 1,18 | 1,18 | 1,33 - - - 
10! 0,82 0,.93/0,98 1,05 1,06 1,33. 016 O17 48 0,33 | 0,27 
41 0,35 0,61/0,81 0,92 1,00 1,30 024 0,56 30 0.80 0,91 
130 0,54 | 0.75) 0,88 0,96 1,04'1,34 0.19 0,42 31 0,61 1,12 


Inkubation praktisch das gesamte Phosphat verestert; dann setzte 


eine langsame Wiederaufspaltung der gebildeten Ester ein. Ein ahn- 
liches Verhalten zeigte der Versuch 2 (Abb. 4). Jedesmal ist zu Beginn 
der Inkubation die Bildung der Hexosemonophosphorsiure prozentual 
am gréBten. 

















0 30 90 72 


hyaroy seze/t in Min 


Abb. 4. Hydrolysekurven. 


Phosphatveresterung bei der Milchstiurebildung aus Fructose in Froschmuskelextrakt mit Zu- 


satz von Hexokinase bei 20°. 
Kurve 1 Anfangswert, Kurve 3 nach 41 Min. langer Inkubation, 
Kurve 2 nach 10 Min. langer Inkubation, Kurve 4 nach 130), “ = 
Die Phosphatveresterung nimmt bis zu 40 Minuten langer Inkubation zu (Kurven 2 und 
dann findet eine langsame Wiederaufspaltung der gebildeten Ester statt. Nach 10 Minut« 
langer Inkubation (Kurve 2) ist die Bildung des Hexosemonophosphats prozentual am grifite1 
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Isolierung des aus Fructose in Gegenwart der Hexokinase entstehenden 
Hexosemonophosphorsdureesters. 


Versuchsansatz: 68 ccm Froschmuskelextrakt, 
4,1 ,, mol. Phosphat vom py = 7,0, 
4,0 ,, 7,5%ig. NaHCO,, 
2,7 ,, 30% ig. Fructose, 
25 ,, Hexokinaselésung. 

Nach EnteiweiBung des Versuchsansatzes mit 40° ,iger Trichlor- 
essigsiure wird der gréBte Teil des anorganischen Phosphats in schwach 
ammoniakalischer Lésung als MgNH,PO, gefillt. Das Filtrat wird mit 
Ba-Acetat versetzt und mit dem anderthalbfachen Volumen Alkohol aus- 
gefaillt. Nach der Fallung N-haltiger Verbindungen mit Hg-Acetat werden 
nochmals die Ba-Salze hergestellt, diese getrocknet und dann mit 12°,igem 
Alkohol extrahiert. Die in 12%igem Alkohol lésliche sowie unldésliche 
Fraktion wurde in n HCl im kochenden Wasserbad hydrolysiert. Die 
lésliche Ba-Fraktion (Hexosemonophosphorsaureester) wird nach drei- 
stiindiger Hydrolyse zu 30% aufgespalten, die unlésliche Fraktion (Hexose- 
diphosphorsauerester) zu 89%. Die Trennung ist nach einmaliger Extraktion 
also noch keine vollstandige; die Zahlen entsprechen aber schon weitgehend 
den friiher fiir die mehr gereinigten Verbindungen ermittelten Werten 
(fiir den Embden-Ester 22 bis 25%, fur den Harden-Young-Ester 95°). 

Der P-Gehalt des Ba-Hexosemonophosphats war 17,5°, P,O; (be- 
rechnet 17,9%), der Ba-Gehalt 35,2°% (berechnet 34,7°%,). Eine Lésung 
mit 0,243 mg P,O, entsprach nach Hagedorn und Jensen der Reduktions- 
kraft von 0,435 mg Glucose = 67%, des berechneten Wertes. Die optische 
Drehung der freien Saéure wich nicht unmerklich von der des Embden- 


Esters ab. So war [a]p + 35,7° (c 0,989, 1 = 200mm, ¢ 18°, 
« = + 0,70°), wahrend der im Muskel vorgebildete Embden-Ester eine 
Drehung von etwa + 28 bis + 29° hat. Immerhin scheint der Hauptteil 


des isolierten Priparats aus dem Embden-Ester zu bestehen. 

In diesem Versuch hat sich fiir die Bildung des schwer hydrolysier- 

baren Esters II also kein Anhaltspunkt ergeben. 
Zusammenfassung. 

1. Zu nativem oder verdiinntem Froschmuskelextrakt zugesetzte 
Harden-Youngsche Hexosediphosphorsiure wird teilweise. in einen 
schwer hydrolysierbaren Phosphorsiureester umgewandelt. Dieser 
spontan gebildete Ester (schwer hydrolysierbarer Ester I1) ahnelt in 
seinen chemischen und physikalischen Eigenschaften dem in Gegen- 
wart von Fluorid im Froschmuskelbrei entstehenden schwer hydro- 
lysierbaren Ester I. 

2. Bei der Milchsiurebildung aus Starke und Fructose im Frosch- 
muskelextrakt entsteht im wechselnden Verhaltnis neben der Harden- 
Youngschen Hexosediphosphorsiure auch eine Hexosemonophosphor- 
siure (Embden- Ester). 

Wir danken der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
herzlich fiir ein Stipendium, das dem einen von uns (F. Lipmann) 
gewahrt worden ist. 
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Uber die allgemeine Aktivierbarkeit der intrazelluliren 
Proteasen tierischer und pflanzlicher Herkunft durch Blausaure. 


Von 


Xenia Utkina-Ljubowzowa. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
Staatlichen Chemo-pharmazeutischen Forschungsinstitutes, Moskau.) 


(Eingegangen am 16. April 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In unserer vorigen Mitteilung! haben wir iiber die Identitat aller bis 
dahin untersuchten intrazellularen proteolytischen Fermente des 
Tier- und Pflanzenreiches berichtet, was fiir uns die Liquidation der Lehre 
von der Spezifitat dieser Fermente selbst bedeutete. Da sich dieses un- 
méglich mit irgendwelcher Ausnahmestellung einzelner Fermentgruppen 
oder Fermentpraparate intrazelluliren Ursprungs vertrug, so unter- 
suchten wir auch ,,Papayotin’ (Merck), welches genau wie jedes andere 
Gesamtfermentpraparat alle drei Optimalpunkte (gegeniiber Casein) 
zeigte (py = 3 bis 4, 5 bis 6 und 7 bis 8). Insofern durfte die Lehre von 
der spezifischen Aktivierbarkeit des Papayotins durch HCN (neben der 
Bromeliaprotease) nicht zu Recht bestehen. Diese Aktivierbarkeit war 
fiir die bei py = 5 bis 6 optimal arbeitende Protease bekannt; fiir uns 
war es klar, daB mindestens alle intrazellularen Proteasen jeglichen 
Ursprungs —, die dieses Optimum haben, durch HCN, vielleicht aber 
auch itiberhaupt alle, aktivierbar sind?. Das gedringte Arbeiten auf 
diesem Gebiet, allerdings von ganz anderen Gesichtspunkten aus, 
gab Ambros und Harteneck® noch vor uns die Méglichkeit, tiber die 
Aktivierbarkeit aller von ihnen untersuchten Pflanzenproteasen durch 
HCN zu berichten, nachdem dieses friiher auch schon fiir Hefen von 
Grassmann und Dyckerhoff* bewiesen worden war. 


1 Diese Zeitschr. Im Druck. 

2 Dariiber hat sich Professor O. Steppuhn bei seinem Vortrag in Kénigs- 
berg am 7. Oktober 1929 ausgesprochen. 

3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 181, 24, 1929. 

4 Ebendaselbst 179, 41, 1928. 
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Dieses war fiir uns eine erfreuliche Bestatigung nicht nur unserer 
Versuche mit verschiedenem pflanzlichen Material, welches auch eine 
generelle Aktivierbarkeit aller Proteasen durch HCN und wohl am 
deutlichsten in dem am starksten sauren Optimalpunkt gezeigt hatte, 
sondern auch eine weitere Entkraftung der Spezifitatslehre. (Siehe 


Abbildungen. ) 
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Abb. 1. 
Meersch weinchenleberextrakt-Casein. 
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Abb. 3. 
Griinmalzextrakt-Casein. 
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Abb. 2. 


Froschleberextrakt-Casein 


img 
2 } 

















45 55 65 Py 75 


Abb. 4 
Kohlblitterextrakt-Casein 


o—o + HCN 


Nun galt es auch zu zeigen, daB die tierischen Zellfermente keine 
Ausnahme bilden. Auch dieses hat sich vollkommen bestiitigen lassen. 
Am kraftigsten ist die Aktivierbarkeit im am starksten sauren Bereich 
bei py = etwa 4! und fallt allmahlich nach dem Neutralpunkt hin ab. 

Glycerinausziige von ganz frischen Lebern geben eine sehr geringe 
Verdauung, die durch HCN bedeutend aktiviert wird. 


‘ Die absoluten Werte der Optima gegeniiber Casein sind etwas ver- 
schoben, weil die Rest-N-Bestimmung nach der Methode von Kober geschah. 


27* 
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Diese Ausziige sind gegen Fleischpepton recht aktiv, und auc! 
hier ist eine Aktivierung, aber in geringerem MafBe,. zu beobachten 

Als alle unsere Versuche bereits druckfertig vorlagen, bekamen wi 
ein Referat des von Waldschmidt-Leitz! in Boston gehaltenen Vortrage- 
zu Gesicht, in dem er iiber die Aktivierbarkeit auch der tierischen Protease 
durch HCN berichtet. Dieses rechtfertigt unseren sehr kurz gehaltenen 
Bericht, der nunmehr, als Bestatigung der Waldschmidt-Leitzschen 
Versuche, mit diesen zusammen uns neue Beweise dafiir ergibt, dab di: 
Lehre von der Fermentspezifitaét an Boden verliert und durch den von 
uns eingefiihrten Begriff der ProzeBspezifitat zu ersetzen ist. 


1 Amer. Journ. of Physiol. 90, 549, 1929. Ref. Ber. 53, 596. 
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Polarimetrie schwach drehender Lésungen. 


Uber die bei feinen polarimetrischen Messungen zu beriicksichtigenden 


Hans Norbert Naumann. 
(Aus der I. Medizinischen Klinik der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 19. April 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Um die Empfindlichkeit der friiher beschriebenen Apparatur voll 
auszunutzen, ist die Beriicksichtigung von Fehlerquellen erforderlich, 
die bei Polarisationen tiblicher Genauigkeit keine Rolle spielen. Wie 
anlaBlich der Untersuchungen iiber den optischen Schwerpunkt des 
Bogenlichtes ausgefiihrt wurde, betrigt der Ablesungsfehler unter 
den angegebenen Versuchsbedingungen — 0,002°, giinstigenfalls sogar 
nur +-0,001°. Eine derartige Genauigkeit ist nur realisierbar durch 
sorgfaltige Ausschaltung der subjektiven und objektiven, im Wahr- 
nehmungsvermégen bzw. in der Apparatur begriindeten Fehler (siehe 


Tabelle I). 


Ill. Mitteilung: 


Fehlerquellen. 


Von 


Tabelle I. 





Subjektive Fehler 


Mangelh. Adaption 
Ermiidung 
Suggestion 


* Bei der Einteilung in subjektive und objektive Fehlerquellen bilden die durch die 
Beschaffenheit des Gesichtsfeldes bedingten Fehler eine Zwischengruppe, die Merkiale der 
beiden iibrigen in sich birgt. 


Durch die Beschaffen- 
heit* des Gesichts- 


feldes bedingte Fehler bJektive Febler 


beziiglich 
Helligkeit Nullpunkts- 
Teilung schwankung 
Grobe Deckglasspannung 
Rohrreflexe 
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Der EinfluB der Adaption bei der Wahrnehmung geringer Hellig 
keitsunterschiede darf von den optischen Methoden der Chemie und 
der Rachiologie her als bekannt vorausgesetzt werden. Was die 
Ermiidung als Fehlerquelle anbetrifft, so kann ihr nach den friihe: 
mitgeteilten, an groBen Ablesungsserien gewonnenen Erfahrungen 
keine besondere Bedeutung beigemessen werden wie von Krogh und 
anderen Beobachtern. Selbst stundenlang fortgesetztes Polarisieren 
bewirkte keine Beeintrachtigung der subjektiven Empfindlichkeit, 
wenn nach drei bis zehn Einstellungen Unterbrechungen von einigen 
Minuten zum Saéubern und Fiillen der Rohre eintraten. Abgesehen 
davon macht sich die Ermiidung des Auges durch Sensationen wie 
erschwerte und anstrengende Wahrnehmung, Druckgefiihl, Flimmern 
stets auffaillig und rechtzeitig bemerkbar, so daB Ermiidungsfehle: 
unschwer auszuschalten sein diirften. 

Erhebliche Falschungen besonders bei der Beobachtung kleine: 
Drehungen kénnen durch Suggestion entstehen, wie dies bei den friihe: 
erwahnten Lundsgaard-Holbellschen Untersuchungen der Fall war 
Der suggestive Einflu8 macht sich weniger in dem Bestreben bemerk- 
bar, einen bestimmten erwarteten Winkel einzustellen als darin, den 
einmal eingestellten Punkt immer wieder einzustellen und sich dabei 
weniger durch das Auge als durch das Gefiihl der die Mikrometer- 
schraube bewegenden Finger leiten zu lassen. Von diesem Einflu8 kann 
man sich nun dadurch fast vollkommen frei machen, daB man nach 
jeder Einstellung durch mehr oder weniger starkes Drehen der Mikro- 
meterschraube fiir eine erhebliche Helligkeitsdifferenz Sorge tragt 
Diese relative GréBe der Helligkeitsdifferenz und der Umdrehung der 
Mikrometerschraube gewahrleistet eine jeweils wechselnde Einstellung, 
die dem gekennzeichneten suggestiven Bestreben entgegenwirkt. 

Wesentlich fiir die Ausnutzung der subjektiven Empfindlichkeit 
ist die Beschaffenheit des Gesichtsfeldes. Beziiglich der giinstigsten 
Helligkeit, die weder zu stark noch zu schwach sein darf, ist zu be- 
merken, daB beim Mikrogesichtsfeld allgemein eine starkere Beleuchtung 
anzuwenden ist als bei dem iiblichen groBen Gesichtsfeld. Die An- 
wendung mehrteiliger Gesichtsfelder ist auf die Makropolarisation 
beschriankt. Infolge des kleinen Gesichtsfeldausschnittes bei der Mikro- 
polarisation wiirde bei Dreiteilung und itiblicher Mikroblende das in 
der Mitte liegende Segment das ganze Gesichtsfeld ausfiillen. Ein 
Apparat mit dreiteiligem Polarisator ist daher nicht ohne weiteres 
fiir die Mikropolarisation brauchbar. Es gelingt zwar, durch exzentriscl 
gelagerte Blenden und Rohre einen passenden Teil des dreiteiligen 
Gesichtsfeldes abzublenden. Nach den Erfahrungen der Firma Schmid! 
& Haensch ist es jedoch zweckmaBiger, die dreiteilige Polarisator- 
optik in eine zweiteilige umzugestalten. 
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Wie friiher mehrfach hervorgehoben, macht sich die Abhangigkeit 
der Einstellungsgenauigkeit von der GréBe des Gesichtsfeldes durch 
einen héheren Ablesungsfehler bei der Mikropolarisation gegeniiber der 
Makropolarisation unter sonst gleichen Bedingungen bemerkbar. Eine 
Kompensation dieses Fehlers durch starkere Fernrohrvergr6Berung ist, 
wie aus Tabelle II hervorgeht, entgegen den Erwartungen nicht erreicht 
worden. Die Ursache kann in der Verwendung schwach mattierter 
Glaser liegen, die, wie friiher erwahnt, eine bei starkerer VergréBerung 
mehr hervortretende, die Einstellung erschwerende  ungleichmabige 
Beleuchtung der Gesichtsfeldhalften bewirken. Starkere Fernrohr- 
vergr6Berungen sind ferner auch insofern unzweckmabBig, als sie infolge 
starkerer Lichtabsorption einen gréBeren Halbschatten und damit 
geringere Empfindlichkeit bedingen. 


Tabelle II. 





Lineare E 
Fernrohrvergriberung 


4» 0.0027 0.0006 
6 x 0,0050 0,0011 
8 x 0.0031 0,0007 


Zu den in der Beschaffenheit des Gesichtsfeldes begriindeten 
Fehlerquellen gehéren auch die in Mikropolarisationsrohren auftretenden 
Rohrreflexe, die durch Rohre aus sechwarzem Glas mit mattierter Innen- 
wandung beseitigt werden kénnen. In Ergainzung der am anderen Ort 
gemachten Ausfiihrungen sei bemerkt, daB bei Rohrlingen bis etwa 
1 dm eine Mattierung auf chemischem Wege mdglich, aber unzureichend 
ist. Derart geschliffene Rohre lassen die Reflexe sogar stérender hervor- 
treten als unmattierte Rohre, so daB mitunter eine Einstellung iiber- 
haupt unmdglich ist. Wahrscheinlich beruht das eigenartige Ver- 
halten des mechanischen Schliffes in der relativ groben Zerst6rung der 
Oberflache, die aus mikroskopischen, mit reflektierenden Kanten und 
Flachen versehenen Héckern besteht. Die Atzung hingegen bewirkt 
eine gleichsam molekulare, samtartige und daher reflexlose Rauheit 
der Oberflache. 

Unter den objektiven'! von der Apparatur allein abhangigen 
Fehlerquellen sind die Nullpunktsschwankungen zu_beriicksichtigen, 
die durch Temperatur- und Feuchtigkeitseinfliisse entstehen. Trotz 
der nicht unbetrachtlichen Erwirmung des Polarisatorteiles beim 
Arbeiten mit der Tischbogenlampe anderte sich bei den eigenen Ver- 


1 Die moderne Polarimetrie erstrebt die Ausschaltung des subjektiven 
Moments iiberhaupt durch photographische Registrierung und neuerdings 
durch die noch im Versuchsstadium befindliche lichtelektrische Messung. 


4 
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suchen der Nullpunkt meist nur um wenige Tausendstel Grade. Di 
in Tabelle III zusammengestellten Durchschnittswerte von je zehn 
Nullpunktsablesungen bei Makro- und Mikrogesichtsfeld aus einen 
Zeitraum von etwa 2 Monaten ergeben eine maximale Differenz zweie: 
Werte von 0,014°. Zur Eliminierung des durch die Nullpunktsschwan- 
kungen bewirkten Fehlers fiihrten schon altere Beobachter wie Tollens 
und Ost im Verlauf einer Untersuchungsreihe stets erneute Nullpunkts- 
bestimmungen aus. Insbesondere bediente sich T'ollens zur Aus- 
schaltung der durch ungleichmaBige Beleuchtung der Gesichtsfeld- 
halften hervorgerufenen Nullpunktsinderung! einer von der Firma 
Schmidt & Haensch konstruierten Vorrichtung, die nach Untersuchung 
der Lésung die sofortige Einschaltung eines wassergefiillten Robres in 
den Strahlengang gestattete. Diese Methode der abwechselnden Polari- 
sation der Lésung und eines wassergefiillten Rohres, neuerdings von 
Krogh empfohlen, ist zweifellos die sicherste und wurde daher bei den 
friiher mitgeteilten Untersuchungen durchgangig angewandt. Mit Riick- 
sicht auf die Deckglasspannung benutzt man besser stets das gleiche 
Rohr, wodurch das Verfahren allerdings sehr umstandlich wird. Im 
allgemeinen wird es geniigen, abwechselnd die Lésung und den Null. 
punkt ohne Rohr zu beobachten, wobei eine stets erneute Einstellung 
der Fernrohrlupe erforderlich ist. 


Die bei weitem wichtigste Fehlerquelle bei feinen polarimetrischen 
Messungen ist die Spannung der Deckglaiser. Eine Spannung im Glase 
kommt im allgemeinen dann zustande, wenn nach dem Schmelzprozel 
die auBeren und inneren Glasschichten ungleichmaBig abkiihlen. Vor- 
iibergehende Spannungen treten auf infolge Druck-, Zug- und Tem- 
peraturwirkung. Nach Schénrocks neuesten Untersuchungen entstehen 
Spannungen auch durch noch so geringfiigige Verletzung der glatten 
Oberfliche, z. B. durch minimale Ritzung mittels eines Diamanten, 
verschwinden aber wieder nach Polieren. Da das Glas durch Spannungen 
doppeltbrechend wird, so bedingt es wie eine Kalkspatplatte Auf- 
hellung des Gesichtsfeldes bei gekreuzten Nicolen. Uber die Deckglas- 
spannung orientiert man sich am einfachsten so, daB man nach Null- 
punktseinstellung ein Deckglas bei leerem Rohr und lockerer Rohr- 
verschraubung untersucht. Sind Spannungen vorhanden, so tritt 
infolge ungleichmaBiger Aufhellung der Gesichtsfeldhalften eine Null- 
punktsverschiebung auf, die sich beim Drehen des Rohres kontinuierlich 


! Die Konvergenz der Strahlen im Polarimeter gewahrleistet eine 
gleichmaBige Helligkeit des Gesichtsfeldes auch bei ungleichmaéBiger Be 
leuchtung, wenn durch richtigen Abstand der Lichtquelle dafiir gesorgt 
ist, daB das reelle Bild derselben in der Ebene des Analysatordiaphragmas 


liegt. 
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andert. Da diese scheinbare optische Aktivitét bei gewéhnlichen 
Deckglasern 0,03° und mehr betragen kann, so ist es einleuchtend, daB 
ohne sorgfaltige Ausschaltung dieser Fehlerquelle jede MeBgenauigkeit 
illusorisch wird. 

Tabelle Ill. 








Makropolarisation Mikropolarisation 
Wassergefiilltes Nullpunkt i 9 Wassergefiilltes ~ Nullpunkt 
Rohr ohne Rohr = Rohr ohne Rohr ° 
0,0232 0,0241 — 0,0009 0,0302 0,0309 — 0,0007 
0,0244 0,0268 — 0,0024 0,0328 0,0323 + 0,0005 
0,0301 0,0315 — 0,0014 0,0284 0,0297 0.0013 
0,0294 0.0398 — 0.0009 0,0284 0.0298 — 0.0014 
0,0253 0,0282 — 0,0029 
0.0248 0,0277 — 0.0029 0,0373 0.0349 + 0.0024 
0,0267 0,0286 — 0,0019 0,0351 0,0338 + 0.0013 
0,0401 0,0369 + 0,0032 
0,0406 0,0358 + 0,0048 
0.0325 0,0333 — 0,0008 0,0350 0,0350 - 0 
0,0305 0,0310 — 0,0005 0,0362 0,0381 0,0019 
0,0392 0.0309 — 0,0007 0,0362 0,0865 0,0003 
0,0366 0,0372 0,0006 
0,0337 0,0336 + 0,0001 0,0384 0,0373 + 0,0011 
0,0340 0,0318 + 0,0022 0,0331 0,0325 + 0,0006 


Fir feine Messungen benutzt man Deckgliser aus optischem Crown- 
glas, das infolge wochenlanger allmahlicher Abkiihlung fast spannungs- 
frei ist. Zur Befestigung der Glaser am Rohr bedient sich Schénrock 
eines mit schwachen Federn versehenen Halters und einer Dichtung 
mittels weichen Kittes, so daB nur ein minimaler Druck auf die Deck- 
glaser ausgeitibt wird. Da jedoch auch so eine vollstandige Spannungs- 
freiheit nicht garantiert werden kann, so ist noch ein weiteres Verfahren 
zur Eliminierung der wenn auch geringen Spannungen erforderlich. 
Dies geschieht am einfachsten durch Messung der durch die Spannung 
bewirkten scheinbaren Drehung bei Verwendung eines mit FEinfiill- 
tubus versehenen Rohres, das die Lage der Deckgliaser bei mit Lésung 
gefiilltem und leerem bzw. wassergefiilltem Rohr beizubehalten ge- 
stattet. Tabelle II] gibt in Spalte 3 die Ergebnisse derartiger Unter- 
suchungen von verschiedenen Deckglisern aus optischem Glas von 
1mm Dicke in einem Rohr mit Einfilltubus und gewéhnlicher Rohr- 
verschraubung. Die teils negativen, teils positiven Drehungen betragen 
im Héchstfall drei Tausendstell Grade. 


Das Prinzip der Rohrfillung ohne Lésung der Rohrverschraubung 
bzw. Lagedinderung der Deckgliser ist nun nicht ohne weiteres auf 
die Mikropolarisation zu iibertragen. Die Anfertigung von Mikro- 
rohren mit zwei an den Enden befindlichen Réhrchen zum Ansaugen 





412 H. N. Naumann: 


der Lésung, ferner die Konstruktion eines geeigneten Dreikanttroges 
stoBen auf technische Schwierigkeiten. Am zweckmaBigsten erschien 
das folgende Verfahren. Da die durch die Spannung  verursachte 
Drehung einerseits von der Lage der Deckgliser zum _polarisierten 
Strahlenkegel, andererseits vom Druck der Rohrverschraubung ab- 
hangt, so muB bei Einhaltung dieser Bedingungen die Drehung nach 
Auf- und Zuschrauben des Rohres reproduzierbar sein. Beziiglich der 
ersten Bedingung kommt es darauf an, stets das gleiche Lageverhiltnis 
von Deckglas zum Rohr und Rohr zum Apparat herzustellen, 
was durch Markierungen am Rohr und Apparat zu erreichen 
ist. Entsprechende Markierungen am Deckglas und Rohr 
geniigen aber nicht, da beim Zuschrauben des Rohres das 
Deckglas stets mehr oder weniger verschoben wird. Um 
dies zu verhindern, dient die in Abb. 1 dargestellte, mit 
Stiften versehene Messingplatte, die vor Aufschrauben des 
Rohrdeckeis auf das Deckglas gelegt wird. Was die zweite 
Bedingung anbetrifft, die Herstellung des stets gleichen 
Druckes auf das Deckglas, so stellt man den Rohrdeckel 
mit Hilfe einer Skala und eines Index am Rohr stets auf 
den gleichen Punkt der Umdrehung ein. 





Abb. 1. 


Kine genaue mikropolarimetrische Messung geht etwa folgender- 
maBen vor sich. Nach Fiillung des Rohres, zweckmabig mit einer 
Rekordspritze und Kaniile aus rostfreiem Stahl! an Stelle der zer- 
brechlichen Glaskapillaren, wird das mit Fettstift markierte Deckglas 
entsprechend einer Marke am Hartgummimantel des Rohres auf- 
geschoben, dariiber die Messingplatte gelegt und nun der Deckel bis 
zu einer bestimmten Skalenstelle mit leichtem Druck aufgeschraubt. 
Die Rohrlage im Apparat wird nach den am Rohr und am Apparat 
angebrachten Marken eingestellt und bei den abwechselnden Beob- 
achtungen mit und ohne Rohr stets wieder hergestellt. Nach Polarisa- 
tion der Lésung werden analog die Bestimmungen mit wassergefiilltem 
Rohr vorgenommen. Zum Einfiillen des Wassers ist nur der mit Skala 
versehene Deckel abzuschrauben, waihrend das Deckglas der anderen 
Seite unverandert bleibt. Um die Lésung vollstandig zu entfernen, 
geniigt im allgemeinen ein fiinfmaliges Durchspritzen des Rohres 
mit je 2ccm. Wie aus Tabelle III] hervorgeht, stimmen die bei 
groBem und kleinem Rohr gefundenen Deckglasspannungen ziemlich 
gut iiberein. Der einzige etwas héhere Wert von 0,0048 kann 
durch das zu diesem Versuch verwandte weniger gute Deckglas 
erklart werden. 


1 Die Apparatur und Zubehérteile werden geliefert von der Firma 
Schmidt & Haensch, Berlin S 42, Prinzessinnenstr. 16. 
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Es mége nun ein abschlieBendes Urteil iiber die Leistung der 
beschriebenen Apparatur und der Polarimetrie schwach drehender 
Lésungen im allgemeinen gegeben werden. Bei sorgfaltiger Ausschaltung 
der behandelten Fehlerquellen ist es, wie friiher erwaihnt, méglich, 
unter den angegebenen Versuchsbedingungen von zehn Ablesungen 
und einem Halbschattenwinkel von 0,1° bei groBem Gesichtsfeld einen 
durchschnittlichen Ablesungsfehler von + 0,002° zu erhalten, der 
giinstigenfalls durch erhebliche Steigerung der Ablesungszahl auf — 0,001° 
herabgedriickt werden kann. Gegeniiber dem Ablesungsfehler von 

0,02 bis héchstens -—- 0,01° der tiblichen Laboratoriumspolarimeter 
bedeutet dies eine Empfindlichkeitssteigerung um etwa das Zehnfache 
Bei der Mikropolarisation kann bei entsprechenden Bedingungen mit 
einer Empfindlichkeit von + 0,0025 bis 0,003° gerechnet werden, 
wahrend der bis jetzt erreichbare Ablesungsfehier etwa — 0,03° betrigt. 
Unter Einhaltung des erwaihnten giinstigen Grenzwinkels; von 0,1° bei 
Bogenlicht kann also eine entsprechende Glucoselésung von etwa 
0,2°% im groBen Rohr mit einem Fehler von 2°, im Mikrorohr mit 
einem solchen von etwa 5°, bestimmt werden. Da, wie in einer 
vorangehenden Mitteilung ausgefiihrt, mit Hilfe moderner Ver- 
dampfungsapparate eine schonende quantitative Einengung grober 
Lésungsmengen auf ein Volumen von 0,25 ccm médglich ist, so wiirde 
bei Verwendung eines Mikrorohres von 1 dm Lange und 0,2 cem In- 
halt der Nachweis von 0,4 mg Glucose, die in einer beliebigen 
Fliissigkeitsmenge gelést sein kénnen, noch mit einem Fehler 
von giinstigstenfalls 5°, médglich sein. Allgemein ausgedriickt 
kann die Grenze der Leistungsfahigkeit der Polarimetrie schwach 
drehender Lésungen so formuliert werden, da’ eine Substanz, 
deren Drehung bei einem Fliissigkeitsvolumen von 0,2 ccm im 
Dezimeterrohr 0,1° betrigt, mit einem Fehler von etwa 5°, bestimmt 
werden kann. 


Es ist mir ein besonderes Bediirfnis, den an meiner Arbeit in- 
teressierten Persénlichkeiten an dieser Stelle meinen Dank auszu- 
sprechen. Herrn Geheimrat Prof. Dr. W. His, meinem hochverehrten 
Chef, danke ich warmstens fiir die mir zuteil gewordene Férderung. 
AuBerordentlich verpflichtet bin ich Herrn Geheimrat Prof. Dr. 
O. Schénrock, Direktor der Abteilung fiir Polarimetrie an der Physi- 
kalisch-Technischen Reichsanstalt, fiir seine liebenswiirdig erteilten, 
wertvollen Ratschlige und Anregungen. Meinen ganz besonderen 
Dank spreche ich den Herren W. Haensch und W. Schmidt, Chefs 
der Firma Schmidt & Haensch, Berlin, aus, die durch ihre zur Ver- 
fiigung gestellten vorziiglichen Apparate sowie durch grobziigige 
Unterstiitzung der Versuche die vorliegende Arbeit erst ermdglicht 
haben. Herrn F. Flatow, Leiter der polarimetrischen Abteilung 
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der Firma, bin ich sehr verbunden fiir seine zuverlassige, fein- 
mechanische Prazisionsarbeit. 


Zusammenfassung des Gesamtergebnisses iiber Polarimetrie schwach 
drehender Lésungen. 


1. Es werden Verfahren und Vorrichtungen beschrieben zur 
Steigerung der Empfindlichkeit des tiblichen Lippichschen Labora- 
toriumspolarimeters durch Verkleinerung des Halbschattenwinkels auf 
etwa 0,1°, eine Ablesungstrommel fiir 0,001° und Verstarkung der 
Lichtquelle. 


2. Die Intensitaét der als Lichtquelle dienenden Leitzschen Tisch- 
bogenlampe wird durch Verwendung einer Beleuchtungslinse kurzer 
Brennweite und Benutzung schwach mattierter Glaser bzw. deren 
giinzliche Fortlassung in erhdhtem MaBe ausgenutzt. 


3. Uber die Verwendung weiBen Lichtes zur Beleuchtung von 
Halbschattenapparaten, insbesondere Bogenlichtes, unter Beschrankung 
auf die angegebenen Versuchsbedingungen beziiglich Stellung und 
Zusammensetzung der Kohlen, Art und Starke des Stromes, 
Filterung und Absorption der Lésungen sind folgende Resultate 
erhalten worden. 


a) Der durch die Farbung des Gesichtsfeldes infolge der Rotations- 
dispersion bewirkte Einstellungsfehler ist prozentual am _ niedrigsten 
bei dem als ,,Grenzwinkel“ bezeichneten Winkel von 0,1°, der durch 
Wahl der geeigneten Rohrlinge oder Anderung der Konzentration 
herzustellen ist. 


b) Das Bogenlicht besitzt einen im Gelb-Griin des Spektrums 
zwischen 574 und 578 wy gelegenen optischen Schwerpunkt, der infolge 
der gegeniiber D-Licht bestehenden Mehrdrehung die Bestimmung 
der Rotationskonstanten zu untersuchender Korper fiir Bogenlicht bei 
quantitativen Arbeiten notwendig macht. 


c) Das spezifische Drehungsvermégen beim weiben Licht des 
Kohlebogens und 20° C betragt fiir Glucose 55,4, Galaktose 85,0 und 
Lavulose 95,0. 


4. Zur Ausschaltung des durch die Deckglasspannung bewirkten 
Fehlers bei der Mikropolarisation werden Rohre beschrieben mit einer 
Vorrichtung zur Fixierung der Deckglaser und Markierungen, die 
gestatten, nach Fiillung des Rohres stets die gleichen Bedingungen 
betreffs Lage der Deckgliser und Druck der Rohrverschraubung zu 
reproduzieren. 

5. Bei Ausschaltung der Fehlerquellen betragt unter Einhaltung 
des Grenzwinkels von 0,1° der Ablesungsfehler bei der Makro- 
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polarisation -- 0,002°, giinstigstenfalls + 0,001°, bei der Mikro- 
polarisation -+- 0,0025 bis + 0,005°, so daB 0,4 mg Glucose oder 
allgemein ausgedriickt Substanzmengen, deren Drehungswinkel in 
einem Flissigkeitsvolumen von 0,2ccm im Dezimeterrohr (,1° 
betragt, mit einem Fehler von etwa 5%, quantitativ polari- 
metrisch zu bestimmen sind. 


Literatur. 
E. Fischer, Ber. d. Chem. Ges. 44, 1, 129. — H.N. Naumann, diese 
Zeitschr. 211, 239, 1929. — Schaller in Berliner-Scheels Phys. Handworterb. 


Weitere Literatur: H. N. Nawmann, diese Zeitschr. 220, 217, 1930; 221, 
425, 1930. 








Beitrige zur Frage nach der katalatischen Wirkung des Blutes. 


Von 
Gert Francke. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des physiologischen Instituts 
der Universitat Rostock.) 


(Eingegangen am 19. April 1930.) 


Kiirzlich hat F.v. Kriiger seine Untersuchungen veréffentlicht, 
welche den Zweck hatten, zu ermitteln, ob sich Katalasezahl und 
Katalaseindex durch das Defibrinieren und Aufbewahren des defibri- 
nierten Blutes andern oder nicht!. 

Diese Untersuchungen fiihrten zu dem Ergebnis, daB das Defibri- 
nieren keinen EinfluB auf die katalatische Wirkung des Blutes 
ausibt und der Katalaseindex unverandert bleibt. Ebensowenig hat 
das Aufbewahren des defibrinierten Blutes im Verlauf von 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur einen nennenswerten EinfluB auf die Katalase- 
zahl und den Katalaseindex. Letzterer andert sich erst bei Eintritt 
einer Hamolyse. 

Mir wurde nun die Aufgabe gestellt, das Verhalten der Katalase 
in Lésungen defibrinierten Blutes, gewaschener Blutkérperchen und 
gewaschener Blutkérperchen mit Zusatz von Spontan- bzw. durch 
Zentrifugieren gewonnenem Serum zu verfolgen. 

Bevor jedoch an die eigentlichen Versuche herangegangen werden 
konnte, war es notwendig, festzustellen, ob nicht etwa das in der 
Suspension der gewaschenen Blutkérperchen verbliebene Kochsalz die 
katalatische Wirksamkeit des Blutes nach irgendeiner Richtung 
beeinfluBt. 

Eine solche Priifung war um so mehr erforderlich, als sich in der 
Literatur eine Reihe von Angaben findet, die auf eine hemmende 
Wirkung der Elektrolyte, und mithin auch des Kochsalzes, hinweisen 
(Senter, Michaelis und Pechstein*, Kultjugin‘4). 


1 y». Kriiger, diese Zeitschr. 218, 36, 1930. 

2 Senter, Zeitschr. f. physikal. Chem. 44, 257; 51, 673, 1908. 
3 Michaelis und Pechstein, diese Zeitschr. 53, 320, 1909. 

4 Kultjugin, ebendaselbst 211, 133, 1929. 
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Bei den Versuchen zur Ermittlung eines eventuellen Kochsalz- 
einflusses wurden jedesmal aufgestellt : 

1. zwei Proben mit inaktivierter (gekochter) Blutlésung (1 : 1000), 

2. zwei Proben mit aktiver Blutlésung (1 : 1000), 

3. zwei Proben mit aktiver Blutlésung (1: 1000) und Kochsalz- 
zusatz. 

Die Proben unter 1 und 2 wurden genau nach der Vorschrift von 
Bach und Zubkowa bereitet, d. h. es wurden in je ein Becherglas 7 cem 
aqua dest. abgemessen, dann 1 ccm Blutlésung 1: 1000 hinzugetan 
und 30 Minuten bei 20°C stehengelassen'. Nach der angegebenen 
Zeit wurden 2 ccm einer 1° igen Perhydrollésung und nach weiteren 
30 Minuten 3cem 10°,ige Schwefelsiure zugesetzt und sofort titriert. 

Die Proben unter 3 unterscheiden sich von den Proben unter 2 nur 
durch einen gréBeren Kochsalzgehalt, weisen aber im iibrigen dieselbe 
Zusammensetzung auf. 

Da diese Proben annahernd denselben Kochsalzgehalt haben sollten 
wie die Proben, die in den spiteren Versuchen aus den Suspensionen 
der durch Waschen mit 1,5°,iger Kochsalzlésung von Serum befreiten 
Blutkérperchen bereitet wurden, ging ich in zu beschreibender Weise 
vor, indem ich mich von folgendem Gesichtspunkt leiten lieB : 

Die Grundannahme, von der ich ausging, war die, daB im Blute 
das Mengenverhaltnis von Blutkérperchen und Serum durchschnittlich 
1: 1 ist, daB somit in einer Blutlésung 1 : 1000 auf 1eem Lésung 0,5emm 
Blutkérperchen und 0,5cmm Serum kommen. In den spateren Unter- 
suchungen itiber die katalatische Wirkung gewaschener Blutkérperchen 
sollte méglichst das gleiche Verhaltnis zwischen Kérperchen und Fliissig- 
keit (1,5°,ige Kochsalzlésung) erhalten bleiben. Um das zu erreichen, 
wurde zum Waschen der Erythrocyten ein bestimmtes Volumen Blut 
genommen und nach dem Waschen die Suspension der reinen ab- 
zentrifugierten Blutkérperchen mit 1,5°,iger Kochsalzlésung nach 
Moglichkeit auf das urspriingliche Blutvolumen gebracht (was iibrigens 
nicht immer genau durchgefiihrt werden konnte). 

Unter diesen Umstiinden enthalt 1 emm der Suspension 0,000007 5 g 
= 0,000000128 Mol Kochsalz. Das ist nun diejenige Menge NaCl, 
die bei den vorliegenden Versuchen zu den Proben bei der Aufstellung 
zur Katalasebestimmung hinzugesetzt werden muBte. 

Diese Proben wurden nun wie folgt bereitet: In ein Becherglas 
wurden 6 ccm Wasser abgemessen, dazu 1 cem der Blutlésung 1 : 1000 
und 1 cem einer 0,00075°,,igen Kochsalzlésung hinzugefiigt, 30 Minuten 
stehengelassen und im weiteren wie oben angegeben verarbeitet. 


1 Die Zeit wurde hier wie in allen spiteren Versuchen vom Augenblick 
der Herstellung der Blutlésung 1: 1000 an gerechnet. Ebenso wurden 
samtliche Untersuchungen bei einer Temperatur von 20°C durchgefiihrt. 
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Aus der folgenden Tabelle I ist ersichtlich, daB durch den gewdhiten 
Kochsalzzusatz auch nicht im mindesten eine Hemmung oder iiberhaupt 
eine Beeinflussung der Katalaseaktivitat eintritt, wie denn auch Kultjugin 
ermittelt hat, daB eine solche erst bei 0,0001 Mol NaCl in Erscheinung 
tritt. 

Tabelle I. 





Katalasezahl 
Versuchsobjekt — SE ENE ar ee ss 
Ohne NaCl-Zusatz Mit NaCl-Zusatz 


Eg eg ke 16,10 16,10 
* ST eet) ig ot Car 15,93 15,93 
” _ a ee er eee 16,45 16,45 
2 er ePere ee et 10,85 10,85 
vee os es fos. sord 14,70 14,70 


Nach diesen Vorversuchen konnten die eigentlichen Untersuchungen 
in Angriff genommen werden, die sich folgendermaBen gestalteten: 


Etwa 10 bis 15cem Blut wurden beim Menschen durch Punktion 
einer Armvene, bei Tieren teils aus der freigelegten Carotis, teils durch 
Herzpunktion gewonnen. Etwa 4ccm davon wurden in einem schmalen 
Probierglas der spontanen Gerinnung iiberlassen, der Rest wurde defibriniert. 
Von diesem defibrinierten Blute kamen 2 bis 3 ccm zur Aufbewahrung in 
ein gut verschlieBbares Kélbchen, um jedwede Wasserverdunstung zu 
vermeiden. Ein Teil der noch verbleibenden Blutmenge wurde in ein Zentri- 
fugenglas gebracht, mit etwa dem zehnfachen Volumen 1,5°,iger Kochsalz- 
losung versetzt und sodann bei etwa 1500 Umdrehungen in der Minute 
20 bis 25 Minuten hindurch zentrifugiert. Hierauf wurde die iiber den 
sedimentierten Blutkérperchen stehende Fliissigkeit vorsichtig abgegossen, 
durch Kochsalzlésung ersetzt und in ihr durch Schiitteln der Blutkérperchen- 
brei zur Verteilung und Aufschwemmung gebracht. Diese Prozedur wurde 
dann noch zweimal wiederholt, so daB man die GewiBheit haben konnte, 
das Serum nahezu vollstandig entfernt zu haben. 

Der Rest des defibrinierten Blutes wurde zur Gewinnung von Serum 
mittels der Zentrifuge verwandt. 

Es kamen zur Bestimmung: 

1. eine inaktive (gekochte) Lésung von defibriniertem Blut (1: 1000), 

2. eine aktive Lésung von defibriniertem Blut (1: 1000), 

3. eine Lésung (1: 1000) der Aufschwemmung gewaschener roter 
Blutkérperchen, 

4. eine Lésung (1: 1000) der Aufschwemmung gewaschener roter 
Blutkérperchen mit Zusatz von Spontanserum und 

5. eine Lésung (1: 1000) der Aufschwemmung gewaschener Blut- 
kérperchen mit Zusatz von durch Zentrifugieren erhaltenem Serum. 

Die Proben unter 1,. 2. und 3. wurden genau nach den Angaben von 
Bach und Zubkowa aufgestellt, wahrend fiir 5. und 6. in die Becherglaser 
nur 6 statt 7 cem Wasser abgemessen wurden, zu denen 1 ccm der Erythro- 
cytenlésung 1: 1000 und 1 ccm eines verdiinnten Serums (1 : 2000) hinzu- 
gefiigt wurden. Es enthielt also diese Probe dieselbe Serummenge wie 
die aus defibriniertem Blut hergestellten. Fiir jede Probe wurden Doppe!l 
bestimmungen ausgefiihrt. 
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Neben der Katalasezahl wurde auch der Katalaseindex bestimmt 
da ja nur dieser ein wirkliches Bild tiber die katalatische Wirksamkeit 
der an Erythrocytenzahl infolge des Waschens natiirlich nicht ganz 
gleichwertigen Lésungen geben kann, denn die Katalase ist ja an dir 
roten Blutkérperchen gebunden. 


Zur Berechnung des Katalaseindexes war selbstverstaindlich eine 
Zahlung der roten Blutkérperchen erforderlich. Diese geschah nach 
Thoma-Zeiss unter Verwendung der Hayemschen Fliissigkeit als Ver- 
diinnungsmittel. Es wurden mindestens 100 Quadrate der Kammer 
durchgezahlt. Das zur Zihlung und zur Katalasebestimmung notwendige 
Blut wurde stets demselben Blutstropfen entnommen. 


Die Ergebnisse meiner Bestimmungen will ich nun folgen lassen, 
und zwar der Kiirze wegen in Tabellenform. In der vorstehenden 
Tabelle II sind angegeben: die Katalasezahl und der Katalaseindex 
fiir defibriniertes Blut (Defibr.), gewaschene rote Blutkérperchen 
(Gewasch.), gewaschene rote Blutkérperchen mit Spontanserumzusatz 
(Gew. + Spont.) und gewaschene rote Blutkérperchen mit Zusatz von 
durch Zentrifugieren gewonnenem Serum (Gew. + Zent. 8.). 


Betrachten wir nun in der Tabelle die Rubrik ,,Katalaseindex” 
— auf diesen kommt es ja gerade an —, so sehen wir, dab im groBen 
und ganzen die Schwankungen zwischen den Indexzahlen innerhalb 
der Reihe der gleichen Tierart relativ gering sind und in einer fiir die 
entsprechende Tierart mehr oder weniger charakteristischen GréBen- 
ordnung sich bewegen. In einigen Fillen ist freilich der Unterschied 
ein etwas gréBerer und diirfte wohl, da er weit auBerhalb der Fehler- 
grenzen der Methodik liegt, durch individuelle Verschiedenheiten 
bedingt sein. 

Die in der Tabelle II angefiihrten Zahlen fiir den Katalaseindex 
zeigen eine recht befriedigende Ubereinstimmung mit den frither von 
v. Kriiger und Schuhknecht' fiir dieselben Tierarten festgestellten Werten. 
Zum Vergleich ihrer Werte mit den meinigen dient folgende Tabelle IT] 


Tabelle III. 











i ae cae Katalaseindex 
Tierart v. Kriiger und Schuhknecht Francke 
ete ee 1 a) a ie | i Mitte! 
Meerschweinchen .|| 33 | 2,2 2.6 2,7 1,9 2,3 
Kaninchen .... 2.1 1,7 2,0 2.8 1,6 2,2 
Tg ce Sas 1,8 1,5 1,7 2,1 1,0 1,6 
ae era 4,2 28 3,3 3,6 3,0 3,3 
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Vergleicht man nun in Tabelle II die Katalaseindizes miteinander, 
die fiir das defibrinierte Blut und die gewaschenen roten Blutkérperchen 
mit und ohne Serumzusatz, so ergibt sich ohne weiteres, daB dieselben 
kaum einen Unterschied aufweisen, der wesentlich iiber die Fehler- 
grenzen der Methodik hinausgeht. Man darf ja nicht auBer acht lassen, 
daB der Methode der Blutkérperchenzihlung recht erhebliche Fehler 
anhaften (in der von mir geiibten Form etwa --5°,), die sich natur- 
gemaB bei der Berechnung des Katalaseindexes auswirken miissen. 

Ferner ist noch hinzuzufiigen, daB in den Fallen, in welchen er- 
hebliche Differenzen in den Katalaseindizes beobachtet wurden, eine 
teilweise Hamolyse, bedingt durch das Defibrinieren und Zentrifugieren, 
aufgetreten war. Diese zeigte sich besonders bei den Kaninchen, deren 
Erythrocyten leicht verletzlich zu sein scheinen. 

Ubrigens bewegen sich diese Schwankungen in gleichem Mabe 
nach der positiven und negativen Seite, so daB bei der Aufstellung der 
Mittelwerte ein Ausgleich angenommen werden darf. 

Die Richtigkeit einer solehen Annahme geht aus der Tabelle IV 
hervor. Natiirlich sind bei Berechnung der Mittelwerte die Versuchs- 
reihen Meerschweinchen Nr. 1 und 7 und Katze Nr. 1 nicht beriick- 
sichtigt worden, da sie nicht vollsténdig sind. Es fehlen in ihnen die 
Bestimmungen fiir die Proben ,,gewaschene Blutkérperchen + Spontan- 


serum“. 
Tabelle IV. 





Mittelwerte fiir die Katalaseindizes 
Versuchsobjekt a — 
Detibr. Gewasch. Gew. Spont Gew. Zent. 8. 


Meerschweinchen. . . 2,31 Re 2,26 2.25 
Kaninchen. ..... 2,03 2, 2,13 2,21 
re 1,84 ; 1,81 1,79 
Is ge asa 3,25 ; 3,22 3,21 


Man erkennt jetzt ganz deutlich, daB zwischen den Zahlen des 
Katalaseindexes des defibrinierten Blutes, des der gewaschenen roten 
Blutkérperchen und der gewaschenen roten Blutkérperchen mit den 
verschiedenen Serumzusatzen keine Differenz besteht. 


Es ist somit wohl der SchluB erlaubt, daB 

1. durch das Waschen die roten Blutkérperchen nicht an Katalase 
verlieren und dab 

2. von seiten des Serums keine Beeinflussung, wie sie von einigen 
Autoren angenommen wird, hervorgerufen wird. 

Nach diesen Feststellungen ging ich daran, zu untersuchen, ob 
auch aus gewaschenen roten Blutkérperchen hergestellte Lésungen 
(1: 1000) beim Aufbewahren das Phainomen der Katalaseaktivitats- 


IR* 
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abnahme zeigen, das beim Aufbewahren von Blutlésungen beobachtet 
wird. 

Das Waschen der Blutkérperchen geschah in derselben Weise wie 
in den bisher angefiihrten Versuchen. 

Gleich nach dem Waschen wurde eine entsprechende Lésung aus 
der Blutkérperchensuspension hergestellt und auf ihre katalatische 
Wirkung untersucht, und zwar 

1. sofort nach ihrer Herstellung, 

2. nach sechsstiindigem und 

3. nach 24stiindigem Stehen. 

Von einer Berechnung des Katalaseindexes wurde abgesehen und 
daher keine Blutkérperchenzahlung ausgefiihrt, da es doch nur darauf 
ankam, festzustellen, ob in einer aus gewaschenen Erythrocyten her- 
gestellten, d. h. von jeglichen Serumbestandteilen freien Lésung beim 
Aufbewahren eine Abnahme der katalatischen Wirkung eintritt oder 
nicht. 


Die Ergebnisse mégen in folgender Tabelle V Platz finden. 


Tabelle V. 





Abnahme der katalatischen 


Katalasezahl - 
Wirkung in Jo 


Versuchsobjekt 


LF. 2 somes: ake sofort “nach 6Stdn. nach 24Stdn. nach 6 Stdn. nach 24 Stdn 
Kaninchen . 13,83 12,86 7,88 6 43 
Katzel .. 6,48 4,90 3,50 24 46 
ere 14,70 10,18 9,80 4 33 
i ee 6,74 6,13 4,99 9 26 
4 12,25 9,71 7,96 21 35 
er 16,10 15,40 12,43 6 23 
Mensch 1. . 13,74 12,78 10,94 7 20 
- 2 18,90 18,38 17,40 3 8 
i Bins 13,83 13,21 11,38 4 18 
"ae 20,65 20,30 16,98 2 18 

° 5 16,80 16,05 14,53 4 13,5 


Wie aus der Tabelle V zu ersehen ist, geht auch in entsprechenden 
Lésungen, welche aus gewaschenen roten Blutkérperchen hergestellt 
worden sind, die Katalaseaktivitat im Laufe von 24 Stunden erheblich 
zuriick. So diirfte es wohl auf Grund der in den Tabellen IV und V 
niedergelegten Untersuchungsergebnisse keinem Zweifel unterliegen, 
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dap das Serum das den Katalaseschwund bedingende Agens nicht enthdlt, 
ein SchluB, zu dem auch Steppuhn und Timofejewa! durch getrennte 
Katalasebestimmungen in Lésungen von gewaschenen Blutkérperchen 
und von Serum gekommen sind. 


Da die Abnahme der katalatischen Wirkung nicht von der Gegen- 
wart von Serumbestandteilen abhangig ist, sondern auch in verdiinnten 
Lésungen von von Serum vollig befreiten roten Blutkérperchen, wie aus 
meinen Versuchen unzweideutig hervorgeht, beobachtet wird, kénnen 
zur Erklarung dieser Abnahme, meiner Ansicht nach, nur folgende 
zwei Méglichkeiten herangezogen werden: 


Entweder wird die Abnahme durch antikatalatisch wirkende Stoffe, 
die in den roten Blutkérperchen selbst enthalten sind und mit ihnen in 
Lésung gehen, bedingt, 

oder es ist eine Eigentiimlichkeit der Katalase selbst, in verdiinnter 
Lésung bereits in kurzer Zeit bis zu einem gewissen Grade inaktiviert 
zu werden. 


Zusammenfassung. 


Es wurden Untersuchungen angestellt iiber den EinfluB kleiner 
Mengen Kochsalz auf die Katalaseaktivitaét in verdiinnten Blutlésungen 
(1: 1000), ferner tiber das Verhalten der Katalase in verdiimnten Blut- 
lésungen, die aus defibriniertem Blute, aus gewaschenen roten Blut- 
kérperchen und aus gewaschenen Blutkérperchen mit Zusatz von 
Spontan- bzw. durch Zentrifugieren erhaltenem Serum _hergestellt 
wurden. 


Die Erbegnisse sind kurz folgende: 


1. Ein Zusatz von Kochsalz zu einer verdiinnten Blutlésung 
(1: 1000) in einer Menge bis zu 0,00075 °,, ibt keinen Einflu8 auf deren 
Katalasewirkung aus. ; 


2. Das Waschen roter Blutkérperchen mit 1,5°,iger Natrium- 
chloridlésung hat keinen EinfluB auf deren katalatische Wirkung in 
verdiinnter Lésung. 


3. Ebenso ist der Zusatz von Spontan- bzw. durch Zentrifugieren 
gewonnenem Serum zu den gewaschenen Blutkérperchen in einer den 
,,.Blutverhaltnissen“ entsprechenden Menge ohne EinfluB auf die 
Katalasezahl und den Katalaseindex. 


4. Aus gewaschenen Blutkérperchen hergestellte Lésungen, die 
also von jedweden Serumbestandteilen frei sind, zeigen beim Auf- 


1 Steppuhn und Timofejewa, diese Zeitschr. 136, 213, 1923. 
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bewahren bei einer Temperatur von 20 bis 21°C im Verlauf von 
24 Stunden eine deutliche Abnahme der Katalaseaktivitat. 


5. Die Abnahme der katalatischen Wirkung beim Stehen ist nicht 
durch antikatalatisch wirkende Stoffe des Serums oder durch eine 
Zerstérung der Katalase durch Protease, wie es von Bach und Zubkowa 
angenommen wird, bedingt. 


Es ist mir ein Bediirfnis, am Schlusse meiner Arbeit meinem verehrten 
Lehrer, Herrn Prof. Dr. F. v. Kriiger, fiir die Uberlassung des Themas 
wie fiir die liebenswiirdige Unterstiitzung bei der Anordnung der Ver- 
suche und der Zusammenstellung der Arbeit meinen ergebensten Dank 
auszusprechen. 
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Uber das Carnosin-reineckat. 


Von 
I. A. Smorodinzew. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie der zweiten Moskauer 
Staatsuniversitat. ) 


(Eingegangen am 19. April 1930.) 


Auf der Suche nach einem Verfahren zur quantitativen Trennung 
des Methylguanidins von Kreatinin, griff ich zu dem Salz dieser 
Base mit Reineckesiure'. Da bei der Analyse der Extraktivstoffe aus 
den Organen das Methylguanidin vom Carnosin abzutrennen ist, und 
zwar in ganz gleicher Weise, d. h. mittels Fallung durch Silbernitrat und 
Bariumhydroxyd?, so war es ebenfalls von Interesse, einige Kigen- 
schaften des Carnosinreineckats zu bestimmen. Carnosin ist, wie be- 
kannt, ein aus Histidin und Alanin zusammengesetztes Dipeptid®. 
In bezug auf Histidin findet sich ein Hinweis, daB es durch das 
teineckesalz nicht gefallt wird*. Spiter wurde jedoch das Histidin- 
reineckat in der Literatur erwahnt, wobei aber eine genaue Beschreibung 
der Bedingungen, unter welchen der Stoff erhalten wurde, fehlte®. 
Angesichts dessen entschloB ich mich, zuerst die Bedingungen zu er- 
forschen, unter welchen das Histidinreineckat erhalten wird, und dann 
zum Carnosin tiberzugehen. 


Gewinnung des Histidins. 


Zwei Volumina Ochsenblut wurden 10 Stunden lang mit einem 
Volumen konzentrierter HCl gekocht, darauf wurde der UberschuB 


1 J. A. Smorodinzew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 7, 1930. 

2 Derselbe, Ber. d. Akad. d. Wiss. 1916, 8S. 1535 (russisch). 

3 W.S.Goulewitch, Zeitschr f. physiol. Chem. 50, 535, 1907; 78, 434, 
1911. 

4 J. Kapfhammer, Die freien Aminogruppen im EiweiB, Habilitations- 
schrift 40, Leipzig 1925. 

5 J. Kapfhammer und H. Sporer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 


245, 1928. 
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der Salzsiure abgedampft, zum Gemisch Soda bis zur nur noch schwac!: 
sauren Reaktion hinzugefiigt und der Niederschlag abfiltriert. Da 
Filtrat wurde mit Na,CO, alkalisch gemacht, zur Entfernung von N H 
gekocht und bei schwach alkalischer Reaktion mit Sublimat gefiallt 
Der Sublimatniederschlag wurde in einer kleinen Menge HCl geldést 
die filtrierte Lésung von neuem mit Soda und Sublimat gefallt, der 
gewonnene Niederschlag gewaschen und durch H,S zersetzt. Das 
Filtrat vom Quecksilbersulfid wurde bis zur Kristallisation ein- 
geengt. Nach zweimaligem Umkristallisieren wurde das reine Histidin- 
chlorid erhalten. 


1. 0,1033 g Substanz gaben 18,0 ccm N bei 16° und 755 mm. 

Berechnet fiir CsH,N,O, . HCl + H,O, N = 20,05°,. 

Gefunden 1. N = 20,18 °,. 

Nach diesem Verfahren gelang es, aus 1 kg getrockneten Ochsen- 
blutes 43 g Histidinchlorid zu gewinnen. 


Darstellung des freien Histidins. 


40 g Histidinchlorid wurden in zehn Teilen Wasser gelést und bei 
neutraler Reaktion mit 25°,iger AgNO,-Lésung gefallt. Aus dem 
Filtrat vom AgCl wurde durch abwechselnde Zugabe von AgNO, 
und NH,OH ein gelatinéser Niederschlag des Silberhistidins ab- 
geschieden. Dieser Niederschlag wurde durch Schwefelwasserstoff 
zersetzt und das Filtrat von Ag,S bis zur Kristallisation eingeengt. 
Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Wasser wurde die Reinheit 
des Praparats durch die N-Analyse gepriift. 

2. 0,1025 g Substanz gaben 24,5 ccm N bei 18° und 750 mm. 

Berechnet fiir C,H,N,O0,, N = 27,10 %,. 


Gefunden 2. N = 27,23 %. 


Darstellung des Histidin-reineckats. 


Die wasserigen Lésungen des freien Histidins und Histidinchlorids 
geben mit der warmen (50°) gesiattigten, wisserigen Loésung des 
Reineckesalzes keinen Niederschlag. Wenn aber zu der Lésung des 
Histidinchlorids HCl bis zur sauren Reaktion auf Kongopapier zu- 
gegeben wird, so gibt die auf 50° erwirmte Reineckatlésung einen 
voluminésen rosagefirbten Niederschlag. Bei Verdampfung im Wasser- 
bad konzentriert sich die Mutterlauge nicht mehr, scheidet auch keine 
Kristalle aus, sondern zersetzt sich. Die Temperatur der Zersetzung 
ist 218 bis 222°. 


Nach dem Unmbkristallisieren aus Wasser von 50° wurde das Pra- 
parat einer Analyse unterworfen. 








ibe 


eine 
gesi 
eing 
por 
bad 
bis 


0,31 

Die: 
Ver 
zers 


hier 
den 


wirt 
und 


aus 








en- 


bei 


pm 


yb- 
off 


gt. 
eit 








Uber das Carnosin-reineckat. 427 


3. 0,2363 g lufttrockner Substanz nahmen im Vakuumexsikkator 
iiber Schwefelsiure um 0,0195 g ab. 

Berechnet fiir Cs HyN,O, . 2C,H,N,S,Cr + 4 H,O, H,O = 8,32°,,. 

Gefunden 3. H,O = 8,25°,,. 

4. 0,0710 g Substanz verbrauchen 13,5 cem n/1l0 H,SQ,. 


5. 0,0725 g Substanz ergaben beim Glihen 0,0139g Cr,O,. 
Berechnet fiir C,H yN,O, .2C,H,N,S,Cr, N = 26,47 °,, Cr = 13,13 °,,. 
Gefunden 4. N 26,64 °%, 5. Cr 13,14 %. 


Léslichkeitsbestimmung. 


Die Léslichkeit wurde durch 24 Stunden langes Digerieren 
einer gewissen Substanzmenge bei Zimmertemperatur bestimmt. Die 
gesittigte Lésung wurde von dem ungelésten Rest in ein Glas mit 
eingeschliffenem Stépsel zur Verdampfung abfiltriert (die ersten Filtrat- 
portionen wurden verworfen), die Lésung wurde gewogen, im Wasser- 
bad zur Trockne verdampft und im Exsikkator iiber Schwefelsaiure 
bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 

6. 38,7703 g gesittigter Lésung gaben 0,1143 g Riickstand. 

7. 41,7616 g der gesattigten Lésung gaben 0,1271 g Riickstand. 

Die Léslichkeit des Histidinreineckats betrigt also 0,2948 bis 
0,3044 g: 100. Das Ergebnis von Kapfhammer und Sporer' ist 0,71 g : 100. 
Dieser Unterschied hangt wahrscheinlich damit zusammen, dal die 
Verbindung beim Eindampfen und Trocknen in verschiedenem Grade 
zersetzt wird, was ebenfalls die Differenzen im Riickstand bei den 
hier angefiihrten Analysen erklaren kann. 

Auf diese Weise wurde nachgewiesen, da Histidin durch die aus 
dem Salz durch Zusatz von HCl freigemachte Reineckesaure gefillt 
wird; das Reineckesalz selbst gibt in Lésungen von freiem Histidin 
und seinem HCl-Salz keinen Niederschlag. 


Gewinnung des Carnosin-reineckats. 
Das reine Carnosin wurde von mir nach dem iiblichen Verfahren® 
aus dem Muskelgewebe des Ochsen gewonnen. 
8. 0,0934 g Substanz gaben 20,2 cem N bei 15° und 745 mm. 
Berechnet fiir CyH,,N,O,, N 24,78 %. 
Gefunden 8. N = 24,79 °,. 


! Kapfhammer und Sporer, 1. ce. 
2 T. A. Smorodinzew, Ber. d. Akad. d. Wiss. 1916, 5. 1535 (russisch). 
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1 g freier Base wurde in 15 bis 20 ccm Wasser gelést, mit HC! 
kongosauer gemacht und mit 3,5 g Reineckesalz in 120 bis 150 cem 
bis 50° erwirmten Wassers gefillt. Dabei wurde eine voluminése 
dichte, rosafarbene, breiige Masse gewonnen. 

Der Niederschlag wurde abgesaugt und aus Wasser von 5()' 
ulmkristallisiert. Beim Erhitzen bliht sich die Verbindung auf und 
schmilzt ungefahr bei 205 bis 212°. 


9. 0,4444 g¢ Substanz verloren beim Trocknen im Vakuum. 
exsikkator tiber H,SO, bei Zimmertemperatur, bis zum _ konstanten 
Gewicht 0,0334 g. 

Berechnet fiir C,H,,N,O, . 2 CyH,N,S,Cr + 4H,O, H,O = 7,69°... 

Gefunden 9. H,O = 7,52 %. 

10. 0,1032 g Substanz hinterlieBen beim Gliihen 0,0183 g Cr, Oy. 


11. 0,1012 g Substanz verbrauchen 18,75 cem n/10 H,SO,. 
Berechnet fiir CyH,,N,O, .2C,H,N,S,Cr, Cr = 12,05%, 
N = 25,91 %. 
Gefunden Cr = 12,15%, N = 25,96°,. 
Carnosin gibt also ebenfalls wie Histidin eine Verbindung mit 
zwei Molekiilen Reineckesaiure, die mit vier Molekiilen Kristallwasser 
gut kristallisiert. 


12. 0,3245 g frisch umkristallisierter, lufttrockener Substanz ver- 
loren beim Trocknen bis zum konstanten Gewicht im Trockenschrank 
(nicht im Vakuum) bei 105 bis 110° 0,0315 g. 

Berechnet fiir C,H,,N,O, .2C,H,N,S,Cr + 5H,O, H,O = 9,44°.. 

Gefunden H,O = 9,71 %. 


13. 0,1098g derselben Substanz hinterlieBen beim Gliihen 0,0194 g 
Cr, Os. 

Berechnet fiir C,H,,N,O, . 2 C,H,N,S,Cr, Cr = 12,05 °%,. 

Gefunden Cr = 12,11 °,. 

Auf Grund der Analysen 12 und 13 kénnte man denken, dab das 
Carnosinreineckat fiinf Mol Kristallwasser enthalt, von denen es das 
letzte erst beim Erhitzen auf 105 bis 110° unter normalem Luftdruck 
verliert. Aber die Bestimmung von N in der auf diese Weise getrock- 
neten Substanz veranlaBt uns, diese das fiinfte Mol Kristallwasser 
betreffende Folgerung als zweifelhaft zu betrachten. 


14. 0,0711 g Substanz, bei gewéhnlichem Druck (nicht im Vakuum) 
bei 105 bis 110°, bis zum konstanten Gewicht getrocknet, verbrauchen 
12,6cem n/10 H,SQ,. 

Berechnet fiir C,H,,N,O, .2C,H,N,S8,Cr, N = 25,91 %. 

Gefunden N = 24,83 %. 
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Es scheint, daB bei so hoher Temperatur, bei welcher die gegen 
Erwarmung tiber 50° empfindlichen Reineckate sich tiberhaupt zer- 
setzen, das Carnosinreineckat nicht Wasser, sondern N verliert. 

15. 37,2098 g gesittigter Lésung des Carnosinreineckats hinter- 
lieBen beim Eindampfen im Wasserbad 0,0604 g; daraus folgt, daB in 


100 g Wasser 0,162 g Substanz gelést werden kénnen. 

16. 15,3090 g gesattigter Lésung hinterlieBen nach Eindampfen im 
Wasserbad und Trocknen im Exsikkator tiber H,SO, 0,0183 g, d.h. in 
100 g kénnen 0,1195 g gelést werden. 

Das Carnosin-reineckat lést sich schwerer als Histidin-reineckat und 
Methylguanidinreineckat'!, ist aus Wasser gut umkristallisierbar, weist 
eine sehr verschiedene Léslichkeit bei 50 und 15° auf und kann deshalb 
fiir die Trennung des Carnosins benutzt werden; letzteres gibt, wie 
bekannt?, nur wenige analytisch leicht verwendbare Derivate. 


' I. A. Smorodinzew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1. ce. 
2 Derselbe, Russ. physiol. Journ. 2, 285, 1919 (russisch). 














Uber den Einflu6 
von gallensauren Salzen auf Diffusions- und Resorptionsvorginge. 


Ein Beitrag zur Physiologie der Fettverdauung. 


Von 


Otto Fiirth und Rudolf Scholl. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 20. April 1930.) 


Mehr als ein halbes Jahrhundert ist vergangen, seitdem aus den 
klassischen Versuchen von Bidder und Schmidt (1852), Claude Bernard 
und Dastre (1887) die Erkenntnis erwachsen ist, daB ein Zusammen- 
wirken von Galle und Pankreassaft fiir einen normalen Ablauf der Fett- 
verdauung beim Saugetiere und beim Menschen unentbehrlich ist 
Unzahlige Beobachtungen, bei denen nach AusschluB eines dieser 
Sekrete oder beider die Fettausnutzung vermindert erschien, haben 
die Tatsache, daB eine normale Fettverdauung das Zusammenwirken 
beider Sekrete voraussetzt, jedem Zweifel entriickt!. Doch auch heute 
noch sind wir von einem vélligen Einblick in den feineren Mechanis- 
mus der Fettresorption weit entfernt. 

Die im folgenden mitgeteilten Untersuchungen sind in der Absicht 
in Angriff genommen worden, den EinfluB gallensaurer Salze auf 
Diffusions- und Resorptionsvorginge eingehender und unter physiolo- 
gischeren. Bedingungen zu studieren, als dies bisher geschehen ist. 

Es liegt auf der Hand, daB die groBe Oberflachenaktivitat der gallen 
sauren Salze bei allen Vorgingen dieser Art eine dominierende Rolle 
spielen muB. Wir méchten daher eine diesbeziigliche Bemerkung 
unseren Betrachtungen voranstellen. 

Die Galle ist durch eine geringe Oberflachenspannung ausgezeichnet 
(nach Héber im Mittel Wasser 7,3, Serum und Lymphe 6,5, n. Harn 6,4, 
Galle 4,8 mg/mm). ,,Die bemerkenswert geringe Oberflachenspannung de 


1 Vgl. die Literatur bei O. Fiirth, Lehrb. d. physiol. u. pathol. Chem 
2, 342, 1928. Erst kiirzlich ist von Brugsch und Horsters neuerlich festgestellt 
worden, daB die Stearinsdure zwar von normalen Individuen resorbiert wird. 
daB aber nach Gallenausschaltung ihre Resorption auf 1 bis 11°, absinkt 
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Galle“, sagt Héber!, ,,riihrt von der groBen Oberflachenaktivitat der gallen- 
sauren Salze her; daher zeichnet sich auch der ikterische Harn vor normalen 
ind den meisten pathologischen Harnen durch geringe Oberflachen- 
spannungswerte aus.‘ 

Die Bedeutung der Oberflichenspannung fiir Absorptionsvorgdnge ist 
insbesondere von J. Traube, sodann von G. Billard betont worden: ,,La 
tension superficielle des solutions joue un réle essentiel dans la vitesse des 
phénoménes d’absorption. Tout ce passe, comme si la faible tension des 
liquides & resorber rendait plus facile limprégnation de la membrane 
osmotique. J’ai cependant insisté sur ce point, qu’un trop grand abaissement 
de la tension superficielle des solutions provoque un ralentissement et un 
arrét de labsorption**?. 

Tatsaichlich liegen auch hier die Verhaltnisse keineswegs klar und 
durchsichtig. Im allgemeinen wird allerdings z. B. der Zusatz von glyko- 
cholsaurem oder taurocholsaurem Natron zu Harn den Aufstieg in 
KapillargeféBen beschleunigen und die stalagmometrische Tropfenzahl eines 
bestimmten Urinvolumens vermehren; Schwefelblumen auf den Urin ge- 
worfen, sinken zu Boden, wahrend sie sich bei normalem Harn an der Ober- 
flache ballen*. Unter Umstanden aber kann die Verminderung der Ober- 
flachenspannung von tierischen Fliissigkeiten bei Zusatz von Gallensaiuren 
auch ausbleiben. Gallensiuren kénnen die Viskositat von Cholesterin- 
suspensionen erhéhen, und zwar ist diese Viskositatserhéhung durch eine 
gesteigerte Hydratation bedingt. Durch die hydratisierten Cholesterin- 
teilchen kénnen die kapillaraktiven Gallensiuren adsorbiert und in bezug 
auf ihre Kapillaraktivitat gebremst werden*. Auch handelt es sich bei 
der Oberflachenaktivitat nicht etwa um eine einfache Llonenwirkung; der 
Vergleich verschiedener Saéuren mit ihren Natriumsalzen lieB vielmeht 
die Saiuren wesentlich (bis zum Zehnfachen) wirksamer erscheinen als ihre 
Salze® und dergleichen mehr. 


I. Einflu8 von gallensauren Salzen auf die Diffusion in Gallerten. 
A. Vorversuche iiber Diffusionsvorgange in Gallerten. 


In einer Reihe von Untersuchungen hat der eine von uns® mit 
seinen Mitarbeitern seinerzeit Diffusionsvorginge in Gallerten in 
bezug auf die Abhangigkeit des Diffusionsweges von der Konzentration 
sowie in bezug auf den Zusammenhang des Diffusionsvermégens mit 
der Hydratation und Polymerisation der Molekiile eingehend studiert. 
Es ergab sich dabei die Erkenntnis, daB die physikalischen Diffusions- 
gesetze auch auf die Diffusion in Gallerten im wesentlichen Anwendung 


1 R. Héber, Physikalische Chemie der Zelle und Gewebe, 6. Aufl.. 
1926, S. 129. 

2 G. Billard, C. r. soc. biol. 58, 323, 1906. 

3 J. Labat und Yvonne Camplan, Bull. Soc. Pharm. 65, 212, 1927; 
Chem. Centralbl. 1928, I, 948. 

4 A. Adler, Zeitschr. f. exper. Med. 46, 371. 

5 E. Gillert, ebendaselbst 48, 255. 

6° O. Firth und F. Bubanovic, diese Zeitschr. 90, 265, 1918; 92, 139, 
1918; O. Fiirth, H. Bauer und Hansi Piesch, ebendaselbst 100, 29, 1919. 
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finden kénnen und da’ Elektrolyte im groBen und ganzen adaquat 
ihren Jonenbeweglichkeiten einzudringen vermégen, insofern allerdings 
die Diffusionsgeschwindigkeit nicht durch Hinzutreten chemischer 
Affinitdten oder durch kolloidale Verdénderungen innerhalb der Gallerte 
modifiziert wird. DaB diese Eventualitat allerdings haufig verwirklicht 
ist, lehren nachstehende Versuche. 


Dabei wurde der Diffusionsquotient nach der Stefanschen Forme! 


4 S 2 
Dm | , 
4 u; q\Vt 


berechnet, wobei S die in ¢ Tagen in die Gallerte hineindiffundierte 
Substanzmenge in Grammen, der Querschnitt ¢ in Quadratzentimetern 
ausgedriickt wird und u, die Anfangskonzentration der diffundierenden 
Substanz, nimlich die in 1 ccm enthaltene Substanzmenge in Grammen 
bedeutet. 


1. Diffusion einer n/20 Kochsalzlésung in 10° ,ige reine 
Gelatine. 

Die Diffusion erfolgte 5 Tage lang im Eisschrank. Die Bestimmung 
der eingedrungenen Kochsalzmenge erfolgte nach der von van Slyke! 
fiir die Chloridbestimmung im Blute, Serum sowie in Organen an- 
gegebenen Methode. Dieselbe beruht darauf, daB durch konzentrierte 
Salpetersiure bei Gegenwart einer bekannten Menge Silbernitrat die 
organische Substanz in der Warme zerstért und das iiberschiissige 
Silber mit n/20 Rhodankaliumlésung titriert wird. 

Aus den Versuchsdaten (S = 0,0630 g, t = 5 Tage, g = 10,2 qem, 
Uy, = 90,0029 g) ergibt sich ein Diffusionsquotient D = 0,71. 

Der eine von uns mit seinen Mitarbeitern? hatte bei friihere: 
Gelegenheit fiir die Diffusion einer doppelt so konzentrierten Kochsalz- 
lésung bei héherer Temperatur (17 bis 20°) Diffusionsquotienten von 
0,96 bzw. 0,91 ermittelt. 

Diese Werte stimmen durchaus mit denjenigen iiberein, welche 
von anderen Autoren fiir die freie Diffusion von Kochsalzlésungen in 
Wasser hinein ermittelt worden sind. So fanden: Schaffer bei 5'.,. 
D = 0,73 bis 0,75 und Heimbrodt, Thovert sowie Arrhenius bei 12 bis 14° 
Werte fiir D = 0,90 bis 1,02*. 


2. Diffusion von Kaliumjodidlésungen in Gallerten. 


Da8B wir uns davor hiiten muBten, die fiir das Kochsalz gefundenen 
Verhialtnisse vorschnell zu verallgemeinern, lehren uns Beobachtungen ar 


1 D. D. van Slyke, Journ. of biol. Chem. 58, 523, 1924. 
2 Firth, Bauer, Piesch, |. c. 8S. 43. 
* Landolt- Bérnstein, Physik.-chem. Tabellen, 4. Aufl., 1912, 8S. 134 





Bir 


Ka 
die 


ver 
Ge 


Na 
gel 
gel 
zug 


Ins 
Sie 
Chi 
bil 
des 
oxy 
dur 
nac 
Zui 
es | 
ma 
Gla 
gar 


che 
Sck 
unc 
deu 
sati 
der 
Bri 
leit 
Fas 

31 
KJ 
sult 
suc 


1 cx 


kal 
Eis 








jaquat 
rdings 
vischer 
allerte 
‘klicht 


‘orme! 


idierte 
netern 
‘enden 
mmen 


ine 


umung 
Slyke! 
Mm an- 
trierte 
at die 
lissige 


2 qem, 


liherer 
hsalz- 
n von 


velche 
yen in 
i 619 
is 14° 


denen 
yen ati 


S. 134 








Einflu8 von gallensauren Salzen auf Diffusions- u. Resorptionsvorginge. 433 


Kaliumjodidlésungen, die wir in Gallerten verschiedener Art hineindiffune 
dieren lieBen. 


a) Diffusion von 10° ,iger Kaliumjodidlésung in 10°,,ige Gelatine. Wir 
verwendeten als Gallerte eine saures Kaliumphosphat und Lecithin enthaltende 
Gelatine, wie wir sie fiir ,,Zellmodellversuche’* mehrfach benutzt hatten. 


12g KH,PO, wurden in 100ccm H,O gelést, mit lLecm 30°, iger 
Natronlauge versetzt, in der heiBen Lésung wurden 10 g reinster Gelatine 
gelést. 1,5g Lecithin (Merck) wurde in 30ccm 95% igen Alkohols 
gelést, die heiBe Lésung in kleinen Portionen zur heiBen Gelatinelésung 
zugefiigt und der Alkohol am Wasserbad véllig vertrieben. 


Zur Jodbestimmung verwendeten wir eine von Theodor Leipert in diesem 
Institut kiirzlich ausgearbeitete, noch unverdffentlichte Mikromethode. 
Sie beruht im Prinzip auf der Zerstérung der organischen Substanz durch 
Chrom-Schwefelsiure, nachfolgender Reduktion derselben und des ge- 
bildeten Jodats durch eine gesittigte Lésung von Oxalsiure und Uber- 
destillieren des frei gewordenen Jods in verdiinntes Bromwasser. Hier 
oxydiert sich das Jod wiederum zu Jodat. Der Uberschu8 des Broms wird 
durch einen kraftigen Wasserdampfstrom ausgetrieben und das Jodat 
nach dem Erkalten in bekannter Weise durch Umsatz mit KJ bestimmt. 
Zur Destillation benutzt man zweckmaBig das Destillationskélbchen, wie 
es Pregl urspriinglich fiir die Mikrokjeldahlmethode anwandte, nur entfernt 
man den Tropfenfainger und setzt ein senkrecht nach abwarts fiihrendes 
Glasrohr ohne jegliche Kiihleinrichtung an seine Stelle. Wahrend der 
ganzen Analyse leitet man einen langsamen CO,-Strom durch die Apparatur. 


Zur Untersuchung bringt man 1 ccm der Gelatinelésung in das Kélb- 
chen, fiigt 2 ccm gesittigte wisserige Chromtrioxydlésung und 4 ccm konz. 
Schwefelsiure zu, verschlieBt das Kélbchen, erwirmt eventuell schwach 
und zerstért so die organische Substanz. Die Lésung mu8 nachher noch 
deutlich braungefairbt sein. Man la8t etwas abkiihlen, setzt 20 ccm ge- 
siittigter Oxalsiurelésung durch das Einleitrohr zu, verbindet dasselbe mit 
dem Kohlensaurekipp, taucht das Destillationsrohr in eine mit verdiinntem 
Bromwasser beschickte Vorlage und destilliert unter langsamem Durch- 
leiten von Kohlensaéure, bis alles Jod iibergegangen ist, was sich an der 
Farbung der iihergehenden Dimpfe leicht beurteilen laBt. Das iiberschiissige 
3rom verjagt man durch Wasserdampf, liBt erkalten, setzt einige Kérnchen 
KJ zu und titriert das ausgeschiedene Jod mit frisch bereiteter n/100 Thio- 
sulfatlésung. Fin Sechstel der titrierten Jodmenge entfallt auf das ge- 
suchte Jod. 


Probeanalysen ergaben statt einer Einwage von 0,0002004 Jod in 
leem Gelatine Werte von 0,0002025, 0,0002012, 0,0002062, 0,000 208 2. 


Ein Diffusionsversuch, wobei 10 ccm der Gelatine mit 10°%iger Jod- 
kaliumlésung iiberschichtet worden waren, ergab nach einem Tage im 
Eisschrank : 

S 0.094 ¢ Jod, 
u,g = 0,1 KJ = 0,0765¢ Jod, 


¢ = 1, 
q 8,00 em2, 
x /S \3 
Me te eee 0,01Y. 


4u3 (0 4. 
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Dagegen fand fiir die freie Diffusion wiisseriger Jodkaliumlésungen bei 
10° Schulmeister D-Werte von 1,12 bis 1,45, Oeholm solche von _ 1,06 
bis 1,18 f. 


Es war sonach bei der Diffusion in der Gallerte der Diffusionsquotien! 
auf einen geringen Bruchteil der bei der freien Diffusion wiisserige: 
Loésungen sich ergebenden Werte abgesunken. 


Nun steht ja freilich das Jodidion neben dem Rhodanion am Ende 
der Hofmeisterschen Anionenreihe und wir werden ohne weiteres begreifen, 
daB sich bei der Diffusion von Jodkaliumlésung in eine Eiwei®gallerte 
hinein starke physikalisch-chemische Wechselwirkungen ergeben mdégen 
Doch fanden sich ahnliche Diffusionsverlangsamungen auch bei der Diffusion 
von Kaliumjodid in eine Agaragargallerte hinein. 


b) Diffusion einer n/20 Jodkaliumlésung in eine 2°,ige Agaragar- 
J j f oO { 
gallerte und in 10°%,ige reine Gelatine. 


q = 10,2 qem, wu, = 0,0083 g. Eisschranktemperatur. 





Agaragar Gelatine 
Versuchsdauer in Tagen: a aan Ey mee cn se 4 ae Sa 
Diffundierte Substanzmenge g. . . 0,0234 0,0397 0,0231 0,0407 
S 
: Ww ee HE 0,0023 0,0023 0,0023 0,0023 
q\t 
bs S \3 
D= x ( =) ivi se erie 0,060 0,060 0,060 0,060 
4u3 q Vt 


Uberraschenderweise hatte sich die Diffusion in zwei so verschiedenen 
Gallerten, wie es die Agaragar- und Gelatinegallerte sind, in véllig iiber 
einstimmender Weise vollzogen und beide Male im Vergleich zur freien 
Diffusion in Wasser sich in gleicher Weise verzégert. 


3. Diffusion von Schwermetallésungen. 


a) EHindringen von Kupfersulfatlésung in Celloidin. Celloidin (Schering) 
wurde nach lingerem Einlegen in Wasser zu Prismen geschnitten und das 
Findringen einer 0,64 mol. Kupfersulfatlésung im Laufe eines Tages beob- 
achtet ; das eingedrungene Kupfer wurde nach Veraschung als CuO bestimmt. 
Es wurde ein Diffusionsquotient von 0,04 errechnet, waihrend der von 
Thovertt fiir die freie Diffusion einer halbmolaren Kupfersulfatlésung in 
Wasser hinein 0,29 betragen hatte. Wahrend die Anfangskonzentration 
des Kupfersulfats in der AuBenfliissigkeit 16,0°, betragen hatte, fand 
sich bei Abschlu8 des Versuchs im Celloidinprisma 14,2°%, CuSO, .5 H,0O. 
Rechnet man, da8 das Celloidinprisma 24,6% Trockensubstanz enthalten 
hatte, so ergibt sich fiir das das Maschenwerk des Celloidins durchtriinkende 
Wasser ein Kupfervitriolgehalt von 19%. Es hatte also eine Anreicherung 
an Kupfervitriol darin stattgefunden, die aus den einfachen Diffusions 
gesetzen ja sicherlich nicht abgeleitet werden kann, vielmehr das Ein 
greifen anderer (physikalischer oder chemischer) Affinitiiten voraussetzt. 


+ Landolt- Bérnstein, 1. c. 
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Der Diffusionsvorgang wurde einige Tage lang beobachtet: Der Diffusions- 
quotient war nun im Laufe von 3 Tagen von 0,04 auf 0,016 abgesunken. 
Es handelt sich also um eine im vorhinein verlangsamte, allmdhlich stecken- 
bleibende Invasion. 


b) Eindringen von Kupfervitriollésung in Absorptionsbléckchen. Aber 
auch beim Eindringen von Kupfersulfatlésung in aus gepreStem Filtrier- 
papier bestehende Zylinder (Absorptionsbléckchen von Schleicher und 
Schill) beobachteten wir eine Diffusionshemmung: Statt des fiir freie 
Diffusion in Wasser hinein beobachteten Diffusionsquotienten von 0,29 
wurde nur ein solcher von 0,13 berechnet, trotzdem doch hier von dem 
Eingreifen chemischer Affinitaéten keine Rede sein konnte. 

c) Eindringen von Zinkacetat in Celloidin. Ein allmahliches Stecken- 
bleiben der Diffusion wurde auch beim Eindiffundieren einer zweifach molaren 
Zinkacetatlésung [Zn(CH, . COO), . 2 H,O 43,9%] in gequollenes Celloidin 
beobachtet : 


Nach | Tag: a4 0,076; D = 0,024 
q\t 

» 2 Tagen: 8 0,056; D = 0,013 
q\t 


Fiir die freie Diffusion einer zweifach molaren Zinkacetatlésung 
in Wasser hinein hatte Seitz bei 0° einen Diffusionsquotienten von 0,119, 
bei 18° einen solchen von 0,209 vermerkt. 


Zusammenfassend kénnen wir also sagen, dab, wenn auch die 
Diffusionsgesetze fiir die Diffusionsvorgdnge im allgemeinen Anwendung 
finden kinnen und Elektrolyte um so schneller eindringen, je beweglicher 
die sie zusammensetzenden Ionen sind, wir doch auf Schritt und Tritt 
Abweichungen begegnen kénnen, die wir als Hemmungen des einfachen 
Diffusionsvorganges durch physikalische und chemische Affinitdten 
deuten miissen und die eine allmdhliche Verlangsamung und eventuell 
ein Steckenbleiben des Diffusionsvorganges herbeifiihren. 


Die weiteren Versuche sollten uns nun dariiber Aufklarung bringen, 
ob und inwieweit gallensaure Salze befahigt sind, den Diffusionsvorgang 
etwa im Sinne einer Beschleunigung derselben zu beeinflussen. 


B. Diffusion lipoidunléslicher Substanzen in Gallerten bei Gegenwart gallen- 
saurer Salze. 

Die tiber diesen Gegenstand in der Literatur vorliegenden An- 
deutungen sind dirftiger Natur. R. Brinckmann und A. v. Szent-Gyérgi' 
geben an, daB ein fiir Hamoglobin impermeables Kollodiumfilter fiir 
den Farbstoff permeabel wurde, wenn man vorher die Lésung einer 
oberflachenaktiven Substanz (wie gallensaures Natron, linolsaures 
Natron, Digitonin, Witte-Pepton) durchfiltriert hatte. Dagegen fand 


1 R. Brinckmann und A. v. Szent-Gy6rgi, diese Ze'tschr. 189, 261, 1923. 
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ein amerikanischer Autor! die Permeabilitat von Kolloidmembranen 
gemessen an der Durchlassigkeit fiir Calciwmchlorid, durch gallensaure 
Salze und andere oberflachenaktive Stoffe in keiner Weise verandert 
Auch die Impermeabilitét solcher Stoffe fiir Hamoglobin fand er nich: 
geandert. 


Unsere Versuche betrafen die Diffusion von Jodkalium und Trauben- 
zucker in Gelatinegallerten als Beispiele eines Elektrolyten und eines 
Nichtelektrolyten. 

a) Diffusion von 10% iger Jodkaliumlésung mit und ohne Zusatz von 
Natriumglykocholat in 10% ige Gelatine (lecithin- und alkaliphosphathaltig 
wie in Versuch A, 2a). 

Ansitze: 10cem Gelatine + 10 ccm 10% iges KJ + 2cem H,O oder 
2ceem 5%iges Na-Glykocholat. 

Die Analysen wurden nach dem oben erwihnten Mikroverfahren von 
Th. Leipert ausgefiihrt. 


Es waren eingedrungen Milligramme Jod (Eisschranktemperatur): 





Nach 1 Tag | Nach 2 Tagen Nach 3 Tagen 


| 


Chee gallencseres Ha - .| yt 94.2 soa} 93,8 | 93,7 
Mit gallensaurem Na . ry 93,8 oe | 96,5 | 93,6 


Also kein Unterschied! 


b) Diffusion einer 10% igen Jodkaliumlésung in eine 10% ige Gelatine, 
die 1%, gallensaures Natron oder keinen Zusatz enthielt. 


Die Analyse nach dreitiagiger Diffusion (Eisschrank) in die 


93,6 
glykocholathaltige Gallerte - : 7 “ 93,7 mg Jod 
glykocholatfreie Gallerte . tiga bee 93.9 ., 


Also kein Unterschied! 
ce) Diffusion einer n/20 Jodkaliumliésung in 10% ige reine Gelatine. 


Ansatz: 10 ccm Gelatine + 10cem 10% iges KJ + 2cem H,O oder 
2cem 5%iges Na-Glykocholat, Eisschranktemperatur. 


Nach 3 Tagen waren eingedrungen 


ohne Zusatz von gallensaurem Salz . aed 34,5 mg Jod 
; 37.6) .. 
mit ie ie - » "* * Vere] 37,4 , 


Nur ganz _ geringfiigiger Unterschied zugunsten der glykocholat 
haltigen Probe. 


1 Earl R. Norris (Java), Proc. Soc. Exper. Biol. 24, 483, 1927; Ber. f 
d. ges. Physiol. 40, 614. 
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d) Wiederholung von c). 





Eingedrungen mg Jod 


nach 1 Tag nach 2 Tagen nach 3 Tagen 


23,16 } o: f ‘ 7 ” 
Ohne Zusatz von gallensaurem Salz seas 23,12 eo 32,10 yap 40,86 


Mit Zusatz von gallensaurem Salz yn 23,93 yt 32,43 41,08 


Also praktisch kein Unterschied ! 


e) Analoger Versuch, jedoch mit 2°,iger Agaragargallerte. 





Eingedrungen mg Jod 





nach 1 Tag | nach 3 Tagen 


Ohne Zusatz von gallensaurem Salz 23,4 rap 39,7 
Mit Zusatz von gallensaurem Salz 23,5 rod 38.9 


Also kein Unterschied! 


f) Eindringen einer Traubenzuckerlésung in Gelatine. Die Zucker- 
bestimmungen in der Gelatine wurden nach dem Prinzip der kolorimetrischen 
Methode von Folin und Wu durchgefiihrt, wobei das bei der Reduktion 
einer alkalischen Kupferlésung gebildete Kupferoxydul in saurer Lésung 
Phosphormolyhdansaiure zu einem blauen Molybdinoxyd reduziert. Die 
Blaufarbung wird kolorimetrisch mit der Farbung verglichen, welche von 
einer Zuckerlésung von bekanntem Gehalt hervorgerufen wird!?. 


Als Gallerte diente die im Versuch 2a beschriebene lecithin- und 
alkaliphosphathaltige Gelatine. 


Probebestimmungen in 6ccm Gelatine, die mit wechselnden Mengen 
Traubenzuckers versetzt worden war, ergaben: 
statt theoretisch 0,0400 g Glucose 0,0409 g 
0.0500 ¢ i 0.0506 ¢ 
0,0300 2 0,0312 ¢ 
0,0650 ¢g 0,0655 g 
0,0150 ¢ 0,0200 g¢ 
0,0450 g 0,0456 ¢ 


Es wurden nun drei Wageglaschen mit je 10cem 10% iger Gelatine 
hei8 beschickt. Nach dem Erkalten wurden je 10 ccm 10° ,iger Glucose- 
lésung dariibergeschichtet und die Versuche nach Zusatz von ein wenig 
Toluol bei Zimmertemperatur sich selbst iiberlassen. Nach 2 Tagen wurde 
die Zuckerlésung abgegussen, das Glaischen gut mit Wasser ausgespiilt 
und die Gelatine in bezug auf ihren Zuckergehalt untersucht. Es ergab 


1 Eingehende Beschreibung der Methode: H. K. Barrenscheen in ,,Die 
Laboratoriumsmethoden der Wiener Kliniken‘*‘ von Barrenscheen und Will- 
heim, 1928, S. 206. 


29* 
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sich, daB in allen drei Versuchen nur 0,005 ¢ Traubenzucker, das ist !/,° 
der vorhandenen Zuckermenge in die Gelatine eingedrungen waren. 

Es wurden nun weitere Versuche derart angestellt, dai Glasche: 
wie oben beschickt wurden; dazu kamen aber noch entweder 2ccm Wasse! 
oder 2cem 5%iges glykocholsaures Natron. Die eingedrungene Zucke1 
menge betrug: 





Nach 1 Tag Nach 3 Tagen 
: g 4 
Ohne Glykocholatzusatz. ...... 0,0050 0,0057 
Mit - fie aoe 0,0050 0,0062 


Also praktisch kein Unterschied! 


Wir gelangen also zu dem Ergebnis, daB kein Anlaf vorliegt, an- 
zunehmen, die Diffusion nichtlipoidléslicher Stoffe in Gelatine oder Agar- 
gallerten hinein werde durch die Gegenwart gallensaurer Salze, etwa durch 
die Téatigkeit von Oberflichenkrdften, beschleunigt. 

Der vorerwaihnte Befund von Brinkmann und Szent-Gyédrgi, dem- 
zufolge die Undurchlassigkeit einer Kollodiummembran fiir Hamoglobin 
durch Gallensdure vermindert wird, kann vielleicht als ein Auflockerungs- 
vorgang gedeutet werden. Zum mindesten hat kiirzlich Scheinfinkel in 
L. Ashers Laboratorium eine Methode ausgearbeitet, um den EKinflu’ 
von Cholaten auf die elektrotonischen Stréme und die Erregbarkeit der 
Nerven zu untersuchen. Die Beobachtungen lassen sich mit der 
Hypothese in Einklang bringen, daB ein polarisierender Strom in der 
Gegend der Kathode eine Auflockerung bedinge und da® kapillar- 
aktive Stoffe dieser Auflockerung Vorschub leisten?. 


C. Diffusion lipoidléslicher Stoffe in Gallerten unter der Einwirkung gallen 
saurer Salze. 

Nachdem Alma Neil? einige Versuche mitgeteilt hatte, die darauf 
hindeuten, daB die Diffusion von fettreicher Milch, Olsaure und Stearin- 
siure in Kollodiummembranen durch Galle beschleunigt werde. 
berichten Verzér und Kuthy*, daB Lésungen, die fein emulgierte Fett- 
siuren mit gepaarten Gallensauren geben (vgl. diesbeziiglich das nachste 
Kapitel), bei saurer Reaktion (pq = 6,2) Diffusionshiilsen zu passieren 
vermogen. 

Wir vermochten nun in einer Reihe von Versuchen den Nachweis 
zu erbringen, daB lipoidldisliche Stoffe verschiedenster Art unter der 
Einwirkung von gallensaurem Salz in wasserhaltige Gallerten in erhéhten 
Mae einzudringen vermégen. 


1 N. Scheinfinkel, Zeitschr. f. Biol. 88, 407, 1929. 
2 Alma Neil, Amer. Journ. of Physiol. 57, 478, 1921. 
3 E. Verzar und A. Kuthy, diese Zeitschr. 205, 369, 1929. 
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a) Eindringen von Sajodin in Gelatine. Sajodin (EH. Fischer und 
E. Mering) ist monojodbehensaures Calcium (C,.H,.JO,),Ca. Es wurde 
in Chloroform gelést und die Lésung mit und ohne Cholsadurezusatz iiber 
eine 10% ige alkaliphosphat- und lecithinhaltige Gelatine (wie in Ver- 
such I, A2) geschichtet. Die Diffusion wurde durch Mikrojodbestimmung 
nach Leipert kontrolliert. Nach einem Tag im Eisschrank waren in die 
gallensiurefreie Probe nur 0,0007g gebundenes Jod eingedrungen, in 
die gallensiurehaltige dagegen 0,0351 g gebundenes Jod, also die 50fache 
Menge. 

b) Eindringen von Jodlecithin in Gelatine. 20 Jodlecithintabletten 
(Richter), von denen jede 0,25 g Jodlecithin mit 0,06 g Jod enthielt, 
wurden gepulvert, im Soxhlet mit Ather extrahiert, der Ather aus dem 
Extrakt abgedunstet, der Riickstand in heiBem Alkohol gelést, die Lésung 
in das mehrfache Volumen heiBen Wassers eingegossen und der Alkohol 
abgedampft. Die so erhaltene Jodlecithinemulsion enthielt 2,8375°, 
Jodlecithin mit 0,681% Jod. Die Emulsion wurde geteilt, die eine Halfte 
mit so viel einer 5% igen Lésung von glykocholsaurem Natron versetzt, daB 
Klairung erfolgte, die andere mit der gleichen Menge einer 5°{igen Kochsalz- 
lésung. Beide Proben wurden in Becherglasern auf Gelatinegallerte ge- 
schichtet. Nach 5 Tagen wurde in der Gallerte die Menge eingedrungenen 
Jods bestimmt: Es ergab sich, da®B in der gallensiurefreien Probe nur 
0,0010 g¢ Jodlecithin, in der anderen dagegen 0,0634g, also die 63fache 
Menge, vorhanden war. 

c) Eindringen von Cholesterin, enthalten in einer Lecithinemulsion, in 
Gelatine hinein. 2g Ovolecithin (Merck) und 0,2 g Cholesterin wurden in 
heiBem Alkohol gelést und die Lésung in Wasser eingegossen. Die so er- 
haltene haltbare Emulsion wurde einerseits ohne Zusatz und andererseits 
mit Zusatz von so viel 5%iger Glykocholatlésung, da8 Klarung erfolgte, 
iiber 10% ige Gelatine geschichtet. Die kolorimetrische Bestimmung nach 
Authenriet und Funk (auf Grund der Liebermann-Burchharditschen Farben- 
reaktion) ergab nach 4 Tagen, daB in der gallenséiurefreien Probe itiberhaupt 
kein Cholesterin eingedrungen war, in der anderen dagegen 0,019 g. 

d) Hindringen von Phenol, enthalten in Lecithinemulsion, in Gelatine 
hinein. (Phenolbestimmung nach Koppeschaar'.) Probebestimmungen in 2¢cm 
4,12°%iger Phenollésung (durch Einwiegen von geschmolzenem Phenol! 
hergestellt) ergaben 0,075 und 0,072 ¢g statt 0,084 g. 10 ccm Gelatine mit 
dem gleichen Phenolgehalt wurden dreimal mit Alkohol ausgekocht, das 
Filtrat in einer Porzellanschale mit Natronlauge alkalisch gemacht, stark 
eingeengt, dann mit Schwefelsaéure schwach angesiuert, in einen Destillations- 
kolben iibertragen und 3°, Stunden destilliert. Die Bestimmung im 
Destillat ergab 0,071 g Phenol. 

Ein Diffusionsversuch wurde nunmehr in der Weise angesetzt, daS 
10g Lecithin und 2g geschmolzenes Phenol in 50 ccm heiBen Alkohols 
unter RiickfluBkiihlung gelést wurden. Je 25 ccm dieser Lésung wurden 
einerseits in 250 cem heiBer 5% iger Kochsalzlésung, andererseits in 250 ccm 
5% iger Lésung von glykocholsaurem Natron eingegossen. Im ersteren 
Falle resultierte eine Emulsion, in letzterem Falle aber eine klare Lésung. 
Beide wurden in Becherglasern iiber je 50 ccm 10°, iger erstarrter Gallerte 
geschichtet. Die nach 5 Tagen vorgenommene Analyse ergab, da bei 
Abwesenheit des gallensauren Salzes iiberhaupt kein Phenol in die Gallerte 
eingedrungen war, bei Anwesenheit aber 0,108 g Phenol. 


1 Vgl. Vortmann, Chem. Analyse 1891, 8. 136. 
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e) Eindringen von Lecithin in Gelatine. Das Lecithin wurde auf Grund 
der Mikrophosphorbestimmung nach Tisdal! ermittelt. Probebestimmungen 
in mit Kaliumphosphat versetzter Gelatine ergaben 0,0262 g statt 0,0266 g¢ 
und 0,0131g statt 0,0133g P. Die Gelatine als solche enthielt 0,0028% P. 

10cem Gelatine wurden mit 10ccem einer Lecithinemulsion und 
steigenden Mengen 5°%igen Natriumglykocholats versetzt und die ein 
gedrungene P-Menge nach 2 Tagen ermittelt. 





Glyko- | 
cholat 
cem 
Kin- 
gedrungene 
Phosphor- 
menge 
g 


f) Eindringen von Lecithin in Tonplatten. Es wurde das Eindringen 
einer 1%igen Lecithinemulsion in feuchte, pordése Tonplatten (40 x 4 
x 40mm) beobachtet. Nach 2 Tagen waren ohne gallensaures Salz 0,0018 ¢P, 
mit Zusatz von '/; Volumen 5°, igen Natriumglykocholats 0,0028 g ein- 
gedrungen. 


ee ee ee a ee. oe oe ee cee 





0,0006 0,0010'0,0011 0,0011 0,0015 0,0018)0,0023 0,0025 0,0025:0,0028 





g) Eindringen von Lecithin in Gelatine und Filtrierpapier. Aus 10 cem 
einer 1% igen Lecithinemulsion, die iiber 10 ccm einer 10% igen Gelatine 
geschichtet worden war, drangen innerhalb 2 Tagen unter Zusatz von 


Soe M23 ws o tN sae 
ee 50 oigen Na- Glykoe holats ie 6 eae PF 
2 » SG Na-Taurocholat ....... . 0,0014g P 
Pere rere wer ey 
5 . 8% Na-Glykocholat ....... . 0,0023g P 


Aus derselben Lecithinemulsion drangen in ein feuchtes, aus Filtrierpapier 
gepreBtes Absorptionsbléckchen ein: 


ohne Zusatz von gallensaurem Salz ...... . 0,0007¢ P 
mit i ag ae emer Rite Ok. 
innerhalb eines Tages. Ebenso in eine feuchte Extraktionshiilse 
ohne Zusatz von gallensaurem Salz ..... . . 0,0009g¢g P 
mit * » »» ews - 9 = eg Fr 


Ein ahnlicher Effekt wurde aber auch press wenn sich das gallensaure 
Salz statt in der iiber der Gelatine stehenden diffundierenden Fliissigkeit 
in der Gelatine selbst befand. 


Aus 10 ccm 1%iger Lecithinemulsion drang ein in 10 ccm Gelatine 


ohne Gallenséurezusatz. .. . i + » OSE? 
mit Zusatz von 2 ccm Sp cm siellindieantitete Na zur 

Gelatine .. ; : rere tk kg 
mit Zusatz von 2 cc m 5°%igem cbidhiiadiniens Na zur 

PN ie ak hc Rai ee ee ete ete pele. a kh 
mit Zusatz von 2cem 5% igem oleinsauren Na + 2ccm 

5° igen gallensauren Na zur Gelatine .... . . 0,001I8¢P 


1 Vel. Barrenscheen und Willheim, Laboratoriumsmethoden der Wiener 
Kliniken, 8S. 222. 
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h) EHindringen einer Natriumoleinatlésung in Gelatine. In zwei kleinen 
Becherglisern wurden je 10 ccm erstarrter 10°,iger Gelatine mit 10 ccm 
»°%iger Natriumoleinatlésung tiberschichtet. Dazu einerseits a) 2 ccm 
H,O und andererseits b) 2 cem 5° iges Natriumglykocholat. Nach 2 Tagen 
hatte sich in a), nicht in b), ein Bodensatz von weiBen Kérnern gebildet, 
der mit alkoholischer Salzséure schnell abgespiilt wurde. 

Die Analyse wurde derart ausgefiihrt, daB 10ccm der verfliissigten 
Gelatine mit 20 cem 2° ,iger Natronlauge eine halbe Stunde am Wasserbad 
erhitzt wurden, um eine etwaige EiweiBmaskierung der Fettsaiure zu lésen. 
Dazu wurde konzentrierte Salzsaure bis zur kongosauren Reaktion zugesetzt, 
dann in einem kleinen Scheidetrichter wiederholt mit Ather ausgeschiittelt, 
der Ather am elektrischen Wasserbad eingeengt, in ein breites, gewogenes 
Waageglas iiberfiihrt, der Ather abgedunstet, der Riickstand 2 Stunden 
auf 110° erhitzt und gewogen. Aus der gallenséurefreien Probe diffundierten 
0,0168 g, aus der gallensiurehaltigen Probe 0,0681 g. 


i) Eindringen von Natriumstearat in Gelatine. Analoge Versuche. Nach 
2 Tagen eingedrungen: 
ohne Gallensiure 0,0174 g; 0,0179 g 
mit pe 0,0432 g; 0,0421 g 


k) Eindringen von in Galle geléstem Fett in Gelatine. 100 cem Olivendél 
wurden durch Zusatz von 20 cem n/10 NaOH neutralisiert und emulgiert. 
20cem dieser Emulsion wurden mit 100 cem frischer Galle 2 Stunden 
geschiittelt. Im Scheidetrichter erfolgte glatte Trennung einer iiber- 
stehenden Olschicht, wobei es sich ergab, daB die Galle 9,6 cem 61 gelést 
hatte. 20 cem dieser mit Ol gesattigten Galle wurden iiber 20 cem 10° iger 
Gelatine geschichtet und 14 Tage lang im Eisschrank stehengelassen. 
Die Gelatine wurde sodann mit 50 ccm konzentrierter Salzsiure 9 Stunden 
unter RiickfluBkiihlung hydrolysiert, das Hydrolysat mit 60° ,iger NaOH 
neutralisiert, mit HCl schwach sauer gemacht, mit Ather ausgeschiittelt, 
der Ather abgedampft, der Riickstand im Wéageglischen bei 110° ge- 
trocknet und gewogen. 

Wahrend nicht Galle enthaltende Fettemulsion sich unvermégend 
erwies, in die Gallerte einzudringen, waren von dem in Galle gelésten Olivené] 
0,687 g, entsprechend etwa einem Drittel des vorhandenen Fettes, in die 
Gelatine hineindiffundiert. 


1) Eindringen von Milch in Gelatine und Agar. Bestimmung der ein- 
gedrungenen Fettmenge wie in h). 


In 10°,ige Gelatine waren gleichzeitig eingedrungen: 


Ghee Gallommueste 2 i se ew ee te 5 ORO GC Fett 
mit Zusatz von '/, Volumen 5%igen gallensauren 
0 EO ES OE eee ee - ll! a 


sonach die zehnfache Fettmenge. 
Ferner wurden 20 ccm reiner Milch iiber 20ccm 2° iger Agaragar 
geschichtet. Es waren eingedrungen: 





Nach 3 Tagen Nach 5 Tagen 
£ g 


Ohne Zusatz von gallensaurem Salz . . ,; 5 0,0057 0,0094 Fett 
Mit Zusatz v. 4ccem 5°/jig. Natriumglykocholats 0,0438 0,0875 , 
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Uberblicken wir nunmehr die Gesamtheit der vorliegenden Ver 
suche, so lehren dieselben in ganz eindeutiger Weise, daf lipoidléslich, 
Substanzen der verschiedensten Art (wie Sajodin, Jodlecithin, Phenol 
Cholesterin, Lecithin, Fettséure und Fette) in Gelatine, Agaragar, Filtrier- 
papier und auch in porése Tonplatten bei Gegenwart von gallensauren 
Salzen viel leichter und schneller einzudringen vermégen als bei Ab 
wesenheit derselben. Als ausreichende Erklirung fiir diese Tatsache diirft: 
der Umstand gelten, daB Gallenstiuren, wie im nédchsten Kapitel erértert 
werden soll, befihigt sind, lipoidlésliche Substanz in mehr oder minder 
hohem Grade in einen wasserléslichen Zustand iiberzufiihren. 


Anhang. 


EinfluB von Gallenséuren auf das Eindringen von Farbstoffen in Gallerten 
und auf ihren kapillaren Aufstieg. 


Wir méchten hier nur einige kurze Bemerkungen iiber den Einflu’ 
von Gallensaéuren auf das Eindringen von Farbstoffen in Gallerten und 
ihren kapillaren Anstieg anfiigen. 


Dort, wo fettige Substanzen als Vehikel fiir die Farbstoffe gewahlt 
wurden, waren auch hier die Versuche durchaus eindeutiger Art. Wurde 
z. B. eine Lecithinemulsion mit Sudan oder Alizarin gefirbt, so sahen 
wir die Farbstoffe unter dem EinfluB von gallensauren Salzen in Gelatine 
oder Agargallerte eindringen, wihrend bei Abwesenheit ersterer die 
Farbstoffe iiberhaupt nicht einzudringen vermochten. 


In vielen anderen Fallen waren aber die Verhiltnisse keineswegs 
so einfach und durchsichtig. 


So gehért z. B. das Methylviolett zu jenen Farbstoffen, die besonders 
leicht in Gelatine eindringen. Der Diffusionsweg einer 1 °,igen alkoholi- 
schen Methylviolettlésung in 10°,iger Gelatine war trotzdem nur ein 
geringer und betrug nach 1 Tage 13 mm, nach 2 Tagen 18 mm. 


Wir lieBen eine Reihe von Farbstoffen, die sowohl in Wasser als 
auch in Alkohol leicht léslich sind (Methylviolett, Fuchsin, Wasserblau R, 
indigoschwefelsaures Natron, Toluidinblau, Jodgriin), aus wasseriger 
Lésung mit und ohne Zusatz von Natriumglykocholat in Gelatine, in 
trockene Extraktionshiilsen und in mit Wasser durchfeuchtete Extrak- 
tionshiilsen eindiffundieren. Wir sahen nur in letzterem Falle einen 
deutlichen Effekt des Glykocholatzusatzes, insofern Farbstoffe augen- 
blicklich diffus ins Filtrierpapier aufstiegen. Schon die Schnelligkeit 
dieses Aufstiegs lieB klar erkennen, daB es sich nicht etwa um eine 
Diffusionsbeschleunigung, sondern offenbar um einen Effekt von Ober- 
flichenkréften an Grenzflichen zwischen Luft und feuchtem Filtrier- 
papier handeln kénne. 
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Derartige mit Methylviolettlésungen wiederholt angestellte Ver- 
suche zeigten stets Unterschiede zugunsten der gallenséurehaltigen 
Proben, insofern oberhalb einer nur sehr langsam fortschreitenden 
kompakten dunkelvioletten Diffusionszone sich hier stets alsbald eine 
hellblaue, diffus nach oben verschwimmende Zone vorfand, die uns 
die Wirkung von Oberflichenkraften zur Anschauung brachte. 


Il. Léslichkeit fettiger Substanzen in Galle und in Cholaten. 


Die ersten Angaben iiber Léslichkeit fettiger Substanzen in Galle 
scheinen von Strecker (1848), Marcet (1858) und Kiihne (1866) herzu- 
riihren. Moore und Rockwood! fanden, daB Ochsengalle 4 bis 5°, Olsaure, 
jedoch nur weit weniger von festen Fettsiuren zu lésen vermag. Sie geben 
an, daB nach Entfernung des Gallenmucins das Lésungsvermégen der Galle 
fiir Fettsiuren erheblich herabgemindert sei, trotzdem das ausgefallte und 
in Soda wieder geléste Mucin keine Fettsiuren zu lésen vermag. Auch 
fanden sie, daB 5°,ige Lésungen von Gallensalzen, nur wenn sie gleich- 
zeitig 1% Lecithin enthalten, imstande seien, hohe Fettsiuren und ihre 
Natriumsalze zu lésen. Die Léslichkeit von Speck, Rinder- und Hammeltalg 
in Rinder-, Schweine- und Hundegalle bei Kérpertemperatur wurde mit 
2 bis 6% berechnet und schien ausreichend, um eine Resorption der 
Nahrungsfette in geléster Form zu erméglichen, wobei angeblich dieselbe 
geringe Alkalimenge immer wieder dazu dienen konnte, um Fettsauren als 
Seifen ins resorbierende Epithel tiberzufiihren. 

Eingehende Untersuchungen iiber diesen Gegenstand riihren von 
BE. Pfliiger? her. Er fand, daB von Gemengen gleicher Teile Olsiure und 
Stearinsiure etwa 15 Teile durch 100 Teile Galle bei Gegenwart der aqui- 
valenten Menge von Natriumcarbonat in wasserlésliche Form iibergefiihrt 
werden, von Gemengen von Olséure und Palmitinsiure gar 19°). Unter 
Umstanden kénnen aus Galle 20°; in wasseriger Lésung befindliche Fett- 
siuren mit Ather ausgezogen werden. Pfliiger war der Meinung, da® die 
in 24 Stunden ergossenen Gallenmengen anniihernd geniigen, um alles 
Nahrungsfett in wasserlésliche Form iiberzufiihren. 

G. Bayer*® erhielt klare Lésungen durch Verreiben von Lecithin mit 
gallensauren Salzen. Auch Cholesterin schien darin léslich zu sein. Erstere 
Beobachtung wurde von Kalabaukoff und Terroine* bestatigt, welche die 
eine Lecithinlésung erfiillenden ultramikroskopischen Teilchen auf Zusatz 
von Gallensiure verschwinden sahen. 

Bekanntlich ist jede Seifenlésung teilweise hydrolytisch dissoziiert 
und enthalt freie Fettsiure. Dementsprechend ist in einem Gemenge von 
Olsiure und Natriumbicarbonat der Neutralisationsvorgang stets ein un- 
volistindiger. Nach Kingsbury® bewirkt nun ein Zusatz von Galle oder 
gallensaurem Salz eine weit vollstandigere Neutralisation (gemessen an der 
CO,-Entwicklung). 


1 B. Moore und D. P. Rockwood, Proc. Roy. Soc. London 60, 438, 1896; 
Journ. of Physiol. 21, 58, 1897. 

2 E. Pfliiger, Pfliigers Arch. 88, 299, 431, 1902. 

3 G. Bayer, diese Zeitschr. 5, 368, 1907. 

* Kalabaukoff und Terroine, C. r. soc. biol. 66, 176, 1909. 

5 F. B. Kingsbury, Journ. of biol. Chem. 29, 368, 1917. 
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SchlieBlich haben Verzdr und Kuthy'! dargetan, daB die Fettsaiuren 
mit glykocholsaurem und taurocholsaurem Natron klare, stabile Lésungen 
nicht nur in alkalischen Puffergemischen, sondern bis herab zu pq = 6,18 
bis 6,35 geben und daB die Fettsiiuren in derartigen Gemischen in diffusibler 
Form vorhanden sind. 


Wir haben nun einige Versuche ausgefiihrt, um uns, angesichts der 
widersprechenden Literaturangaben, méglichst prazise Vorstellungen 
dariiber zu bilden, in welchem Ausmaf die Galle und ihre Bestandteile 
Fett tatsichlich zu lésen vermégen, ohne den Tatsachen durch Annahme 
extremer Voraussetzungen und unphysiologischer Versuchsbedingungen 
Gewalt anzutun. 


a) Aufhellung einer Lecithinemulsion durch Gallensalze. 

15g Lecithin ex ovo purissimum (Merck) wurden in 150 ccm heiSen 
Alkohols gelést und die Lisung in 11% Liter heiBen Wassers eingegossen. 
Es wurde so eine haltbare Emulsion erhalten. Ihr Lecithingehalt (nach 
Neumanns Veraschung aus dem P-Gehalt berechnet) betrug 1,22°%. Zu 
100 ecm dieser Emulsion wurde aus einer Biirette 5°, ige Natriumglykocholat- 
lésung zuflieBen gelassen, bis starke, aber noch nicht véllige Klarung erfolgt 
war, wozu 75cem der Léisung erforderlich waren. Wurden jetzt wenige 
Kubikzentimeter einer 10°%,igen Natriumcarbonatlésung zugefiigt, so trat 
mit einem Schlage véllige Klarung ein. Wurde die an sich stark saure 
Lecithinemulsion aber von vornherein durch Sodazusatz gegen Lackmus 
schwach alkalisch gemacht, so bedurfte es eines weit geringeren Glykocholat- 
zusatzes, um eine wasserklare Lésung zu erzwingen (fiir 100 ccm der 
Emulsion nur 15 cem 5% ige Glykocholatlésung). 


Daraus errechnet sich fiir die Uberfiihrung von 1 Molekiil Leci- 
thin (mittleres Molekulargewicht = 780 angenommen) in Lésung ein 
Bedarf von 


0,99 Molekiilen glykocholsaures Natrium. 


Analoge Werte fiir andere Gallensdiuren ergaben sich fiir 1 Molekil 
Lecithin 
0,97 Molekiile taurocholsaures Natrium, 
0,90 wm cholsaures Natrium, 
1,09 ie desoxycholsaures Natrium. 


Die Unterschiede im Verhalten der verschiedenen Gallensaiuren 
waren also wenig betrichtlich und man kann sagen, daB je ein Molekiil 
Lecithin in neutralisierter Emulsion zur Uberfiihrung in klare wésserige 
Lésung ungefdihr je ein Molekiil Gallensdure erfordert. 


b) Léslichkeit von Olivenél und von Olsdure in gallensaurem Natron. 
1. 100 cem Olivenél wurden mit der zur Neutralisation gegen Phenol- 
phthalein eben erforderlichen Menge, nimlich 20 ccm n/10 Natronlauge 
geschiittelt und so in eine haltbare Emulsion verwandelt. Davon wurden 
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20 cem mit 100 cem 5% ig. glykocholsauren Natrons 2 Stunden im Thermo- 
staten bei 40° geschiittelt. An der Oberfliche der wasserigen Lésung hatte 
sich sodann eine Olschicht angesammelt, die im Scheidetrichter scharf 
abgetrennt werden konnte. Die wisserige Schicht wurde nunmehr mit 
Chloroform ausgeschiittelt, das Chloroform in einem Wageglaschen ein- 
gedunstet und der bei 40° getrocknete Riickstand gewogen. Er bestand 
aus einem dicken Ol und wog 1,43 g. 


2. Derselbe Versuch, jedoch mit der Abanderung, dai die 5°, ige 
Lésung von Natriumglykocholat iiberdies 0,8°, Lecithin gelést enthielt. 
Die nunmehr aufgenommene Olmenge war betrachtlich gréBer, fast doppelt 
so groB wie zuvor: 2,47g Olivenédl gelést in 100 ccm der Gallensalz- 
lésung. Es entspricht dies fiir 1 Molekiil Triolein 3,67 Mol. gallensaurem 
Natron oder fiir 1 Molekiil Olsdure (in Trioleinbindung) 1,22 Mol. glykochol- 
saurem Natron. 

3. 2g Olsaure wurden mit 100cem 5%igen Natriumglykocholats 
(ohne Lecithinzusatz) 2 Stunden lang geschiittelt. Dann wurde das gleiche 
Volumen gesittigter Kochsalzlésung hinzugefiigt. Die ungeléste Olsaure- 
schicht im Scheidetrichter abgetrennt, die wisserige Schicht zur Trockne 
gebracht, mit Chloroform extrahiert usw. Diesmal war nur eine sehr geringe 
Menge Olsaure in Lésung gegangen: 0,12 9 Olsdure. 


4. Derselbe Versuch wiederholt, mit 5°,igem Glykocholat, das 0,8°, 
Lecithin gelést enthielt. Nunmehr war die geléste Olsaure iiberraschend 
groB: 4,5g Olsdure in 100cem 5°%iger Glykocholatlésung, das ist fiir 
1 Molekiil Olsdure 0,63 Molekiile glykocholsaures Natron. 


Dieser Versuch belehrt uns dariiber, daB das Lésungsvermégen 
einer 5° igen Gallensalzlésung fiir Olivendl an sich relativ gering ist, 
durch den Zusatz von ein wenig Lecithin (0,8 °.,, entsprechend 0,06 Mol. 
Lecithin) aber auferordentlich gesteigert wird, derart, daB 1 Molekiil 
Olsiure in Trioleinbindung zur Lésung 1,22 Molekiile glykocholsauren 
Natrons, in freiem Zustande gar nur 0,63 Molekiile bedurfte. 


c) Lésungsvermégen der Galle fiir Olsdéure und Olivenél in Beziehung zu ihrem 
Mucin- und Lecithingehalt. 


1. 100 cem Rindergalle wurden 2 Stunden lang mit 6g reiner Olsdure 
geschiittelt, die sich derart zu einer gleichmaBigen Emulsion verteilte. 
Es wurde sodann in kleinen Portionen weiter Galle zugefiigt, bis véllige 
Klarung der Emulsion erfolgt war. Das war nach Zusatz von 150 ccm 
Galle der Fall. 250cem Galle vermochten mithin 6 g Olséure zu lésen 
oder 100 ccm Galle 2,4g Olsdure. Aus derselben Galle wurden nunmehr 
durch Zusatz des gleichen Volumens Alkohol das Mucin ausgefallt, durch 
Glaswolle abfiltriert, der Alkohol aus dem Filtrat abgedampft, die Galle 
wurde auf das urspriingliche Volumen gebracht und der obige Versuch 
wiederholt. Auch jetzt vermochten noch 100 ccm dieser nunmehr mucin- 
freien Galle noch genau ebensoviel, naimlich 2,4 g Olsdure aufzunehmen. 


2. 100 cem frischer Rindergalle wurden mit 20ccm einer Olivendél- 
emulsion (hergestellt durch Neutralisation von 100 cem Olivenél mit 20 cem 
n/l10 NaOH) 2 Stunden lang geschiittelt. 100 cem Galle vermochten 
10 ccm Ol zu lésen. Derselbe Versuch, wiederholt mit derselben wie oben 
von Mucin befreiten Galle, gab genau dasselbe Resultat. 





446 O. Fiirth u. R. Scholl: 


Die von Mucin befreite Galle wurde nunmehr durch dreimaliges Aus 
schiitteln mit Ather auch von fettigen Substanzen befreit. 

Schiittelungsversuche einerseits mit 6g Olsdure, andererseits mit 
20 ccm derselben Olivenélemulsion ergaben nunmehr, daB die mucin- und 
fettfreie Galle in 100 ccm Galle nur 0,25 g Olsdure und nur Spuren von Oliven 
6l aufgenommen hatte. 

In diesem Falle war also die Beseitigung des Gallenmucins ohne 
jeden Einflu8 auf ihr Lésungsvermégen sowohl fiir Olsdure als auch 
fiir Olivenél geblieben. Bei weiterer Beseitigung auch der in der Galle 
enthaltenen fettigen Substanzen war das Lésungsvermégen von 2,4 
auf 0,25 ccm Olsdure und von 10cem Olivenél auf Spuren davon zuriick- 
gegangen. Es unterliegt also keinem Zweifel (wie auch aus Versuch b 
hervorgeht), daB das Lésungsvermégen der Galle von den darin ent- 
haltenen fettigen Substanzen' in hohem Grade abhdngig ist. 

3. Wir gingen nunmehr daran, den Gallensdure- und Lecithingehalt 
der Rindergalle genauer zu ermitteln. 

Zur Bestimmung der Gallensdure wurden (nach dem Vorgang von Fiirth, 
Fuchs und Czyhlarz*) 50 ccm Galle mit 50ccm 60°,iger Natronlauge 
48 Stunden lang im siedenden Wasserbad in einer Druckflasche erhitzt. 
um die gepaarten Gallensiuren vollistandig zu spalten. Sodann wurden 
mit konzentrierter Salzsiure die Gallensiuren vollstandig ausgefallt, nach 
2 Tagen abfiltriert, auf dem Filter in 95°,igem Alkohol gelést, der Alkoho! 
abgedampft, noch einmal in absolutem Alkohol gelést, die Lésung im 
Wageglas 12 Stunden bei 100° getrocknet und gewogen. 

Wir fanden so in einer Rindergalle 4,02°,, in einer anderen 5,40°,, 
Gallenséuren. 

Zur Lecithinbestimmung wurden 100 ccm der Galle dreimal mit Ather 
ausgeschiittelt, der Riickstand mit Soda-Salpeter geschmolzen, die Schmelze 
in Wasser aufgenommen, der Phosphor darin nach Fisk-Subarow ermittelt 
und auf Lecithin umgerechnet. Es ergab sich ein Lecithingehalt von 0,08°%,. 

Ein Schiittelversuch mit der 5,4 °,, Gallensaure enthaltenden Galle 
ergab, daB dieselbe aus einer Olivendlemulsion 9,6°,, Ol aufzunehmen 
vermochte. (Der Versuch 2 hatte ein Lésungsvermégen von 10 
ergeben.) Rechnet man, daB diese Galle rund 5,4 °,, Cholsdure ent- 
halten habe, so ergibt sich, daB 1 Mol. Triolein zu seiner Lésung 
1,22 Mol. Cholsiure oder daB 1 Mol. Olsdure in Trioleinbindung nur 
0,40 Mol. Cholsdéure erfordert habe. Vergleichen wir dieses Ergebnis 
mit den Versuchen b, und b,: In einer 5°, igen Natriumglykocholat- 
lésung, die gleichzeitig 0,8°,, Lecithin enthalten hatte, hatte 1 Mol. 
Olsdure in Trioleinbindung zu seiner Lésung 1,22 Mol. Gallensaure, 


1 Hammarsten fand im Atherextrakt aus 1000 Teilen menschlicher 
Blasengalle 9,9 bis 8,7 Teile Cholesterin, 2,2 bzw. 1,4 Teile Lecithin und 
1,9 bzw. 6,5 Teile Fett. Vgl. Wohlgemuth in Oppenheimers Handb. d. Biol. 
4, 607, 1925. 

2 Firth, Fuchs und Czyhlarz, diese Zeitschr. 49, 127, 1918; zwei mensch- 
liche Mischgallen (Blasengalle) enthielten 3,68 und 3,72°, Gallensaure. 
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1 Mol. freier Olsiure aber 0,63 Mol. Gallensadure erfordert. Es hatte 
sich also hier die natiirliche Galle als Lisungsmittel fiir Fett einem ad- 
dquaten Gemisch von glykocholsaurem Natron und von Lecithin ganz 
erheblich iiberlegen erwiesen. 


4. Analoge Versuchsserie. 





Olivend! Freie Olsture 
eem g 
100 cem frischer Galle vermochten zu lésen. . . 11,2 3,2 
Dieselbe Galle von Mucin befreit ....... 8,0 2,2 
Eine adaquate Mischung von glykocholsaurem 
Natrium 5% + Lecithin 08% ...... 9.8 ? 
Dieselbe Mischung, aber mit Zusatz des Mucins, 
das aus einer adaqyuaten Gallenmenge mit Alkohol 
abgetrennt und dann wieder in Wasser gelost . 
EON os cw 2. aw 8 as 5 wie 10,2 2,6 


Uberblicken wir nun die Gesamtheit vorliegender Versuche, so 
gelangen wir zu folgendem Ergebnis: Die Bedeutung des in der Gall 
enthaltenen Lecithins fiir ihr Fettlésungsvermégen ist sehr groB. Wir 
miissen im Gegensatz zu Moore und Rockwood feststellen, dap die Be- 
deutung des Gallenmucins demgegeniiber stark zuriicktritt und unter 
Umstdnden ganz fehlen kann. (Es mag dies mit der jeweiligen kolloidalen 
Zustandsinderung des Gallenmucins zusammenhiangen.) Jmmerhin 
kann ein kiinstliches Gemenge von gallensaurem Salz mit Lecithin und 
Mucin unter Umstdnden ein derartig hohes Lésungsvermégen sowohl fiir 
Olivenél als auch fiir freie Olsdure entfalten, dab dasselbe demjenigen der 
natiirlichen Galle nahekommt. 


Anhang. 
Lésung wasserunléslicher Substanzen anderer Art in gallensauren Salzen. 


Wieland und Sorge! haben angegeben, daB viele an sich in Wasser 
schwer lésliche Substanzen (wie Anilin, Diphenylamin, Azobénzol, Xylol. 
Naphthalin, Nitrobenzol, Benzoesiureester, Kolophonium) in n/5 Desoxy 
cholatlésung léslich sind. Cholat scheint sich ahnlich zu verhalten. 

Unseren Erfahrungen gemaéB wird das Lésungsvermégen der gallen- 
sauren Salze durch Lecithinzusatz erheblich gesteigert. 

In 100cem einer heiBen 5°,igen Glykocholatlésung, die iiberdies 
1°, Lecithin enthielt, wurde eine Lésung von 1 g Cholesterin in 100 com 
Alkohol in kleinen Portionen eingetragen und der Alkohol sogleich durch 
Erhitzen vertrieben. Sodann wurde die Lésung mit Soda alkalisch gemacht. 
Es gelang so, bis 0.9 g Cholesterin in der Hitze in Lésung zu halten. Erst 
bei weiterem Cholesterinzusatz erfolgte Triibung. 

Weiterhin haben wir uns davon iiberzeugt, in welchem Umfange 
Campher von gallensauren Salzen gelést wird: 100 ccm 5°,iges Natrium- 
glykocholat mit einem Gehalt von 1°, Lecithin wurde 2 Stunden lang mit 


1 Wieland und Sorge, Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 25, 1916. 
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10 ccm Oleum camphoratum geschiittelt. 24% ccm des Campherédles lie! 
sich sodann mit Hilfe des Scheidetrichters abtrennen, waihrend 71, cen 
(entsprechend 0,75 g Campher) in triiber Lésung verblieben. Ferner wurcd: 
in 100cem heiBen 5°,igen Natriumglykocholats, das 5°, Lecithin gelést 
enthielt, Campher in alkoholischer Lésung in kleinen Portionen eingetrage:, 
und der Alkohol sogleich abgedampft. Erst nach Eintragen von 10 ¢ 
Campher trat eine Triibung auf. Die Lésung wurde sodann iiber Nacht 
in einem Thermostaten bei 40° gehalten. Weder daselbst, noch spiiterhin 
beim Stehen bei Zimmertemperatur fiel Campher aus. 


III. Resorptionssteigerung durch gallensaure Salze. 


Wir gingen nunmehr daran, uns davon zu iiberzeugen, ob die 
Erscheinung einer beschleunigten Diffusion lipoidléslicher Stoffe unter 
der Einwirkung von Gallensalzen auch am lebenden Tiere (von der 
Fettresorption abgesehen) durch Resorptionssteigerung in exakter 
Weise dargetan werden kann. 

Beziiglich Resorptionssteigerung durch gallensaure Salze liegen in 
der Literatur einige Angaben vor. 


Buglia’ in Neapel fand, daB physiologische Kochsalzlésung bei Gegen- 
wart von Galle oder von gallensauren Salzen aus einer isolierten Darm- 
schlinge oder aus einer Thirry-Vella-Fistel nicht schneller resorbiert wird. 
Nach Hanzlik und Collins* wird die Aufnahme von Alkohol aus einer Darm- 
schlinge ins Blut durch Galle eher vermindert. 

Ein englischer Autor (Peters*) meinte, es miisse méglich sein, durch 
Gallensalze das Eindringen von parasitociden Fettemulsionen in die Haut 
infolge Verminderung der Oberflichenspannung zu _ beschleunigen und 
empfahl zur Beseitigung von Kopfldusen eine Mischung von Natrium- 
taurocholat 10, Oleum Eucalypti 50 in 1000 cem Wasser. Liiuse sterben in 
einem derartigen Gemenge innerhalb weniger Sekunden ab. 

Ferner hat Dietrich* am Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle 
Therapie in Dahlem gefunden, da®B Tetanusantitoxin und Diphtherie- 
antitoxin vom normalen Darm nicht resorbiert wird, wohl aber nachweis- 
barerweise bei Zusatz von Galle. Er folgert daraus, daB die Galle die 
Resorption groBer Molekiile beférdere. 

Positive Angaben iiber gesteigerte Resorption aus dem Magendarm- 
kanal durch Gallenzufuhr riihren schlieBlich von Hedwig Langecker® und 
von Kolda* her. Dieselben beziehen sich auf Magnesiumsulfat, Calciumsalze, 
Pyramidon, Natriumsalicylat, Strychnin und Digitalisglykoside. 


Wir haben eine derartige durch gallensaure Salze bedingte ge- 


steigerte Resorption an zwei Beispielen dargetan: Der Aufnahme von 
Jodlecithin bei Kaninchen und von Campher bei Mausen. 


1 G. Buglia, diese Zeitschr. 22, 1, 1909. 

2 P. J. Hanzlik und Collins, Journ. of Pharm. 5, 185, 1918. 

3 Peters, Britain Medical Journal 1922; Med. Klin. 1921, S. 691. 
4 W. Dietrich, Klin. Wochenschr. 1922, 8S. 1160. 

5 H. Langecker, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 136, 257, 1928. 
* J. Kolda, C. r. soc. de Biol. 94, 216, 1926. 
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A. Resorption einer Jodlecithinemulsion aus dem Unterhautgewebe von 
Kaninchen. 

Eine Jodlecithinemulsion wurde, wie friiher (Versuch I, Cb) beschrieben, 
dargestellt. Die Jodbestimmung nach Leipert ergab darin 1,82°, Jod- 
lecithin. 

Zwei kleine Kaninchen von etwa 1 ', kg erhielten 5 ccm dieser Emulsion 
mit einem Gehalt von 0,0225 g Jod, gemischt mit 5ccm physiologischer 
Kochsalzlésung, subkutan injiziert. Der innerhalb 6 Tagen gesammelte 
und nach Leipert analysierte Harn enthielt gar kein Jod. 

Einige Zeit spater erhielten die beiden Kaninchen die gleiche Emulsion 
in gleicher Menge subkutan injiziert, mit dem Unterschied jedoch, daB 
die 5ceem Kochsalzlésung durch 5 cem einer 5°%,igen Natriumglykocholat- 
lésung ersetzt waren. Es wurde derart eine klare Lésung erhalten, die 
gegen Lackmus annahernd neutral reagierte. Bei dem einen Kaninchen 
trat zunachst eine 4 Tage wihrende Anurie auf. Am fiinften Tage wurden 
350 ccm Harn entleert, die 0,011 g Jod (also die Hdlfte des injizierten Jods) 
enthielten. Eine weitere, am siebenten und achten Tage gesammelte Harn- 
menge (380 ccm) war jodfrei. 

Das andere Kaninchen schied innerhalb 2 Tagen 510ccm Harn mit 
0,010 g Jod ab, an den drei folgenden Tagen 1300 ccm Harn, der aber 
jodfrei war. 

Das Ergebnis dieses Versuches war eindeutig: Die gallensalzfreie 
Jodlecithinemulsion war tiberhaupt gar nicht, die durch Gallensalz geklarte 
dagegen in reichlichem Mafe resorbiert worden. 

Bei einem der Tiere war an der Stelle der gallensalzhaltigen In- 
jektion eine trockene Nekrose aufgetreten. 


B. Towizitdtssteiqerung subkutaner Campherélinjektionen bei Mdusen durch 
{ 4 I i 
Zusatz von Gallensalzen. 


Eine Reihe von Serienversuchen an weifen Mausen ergab folgende 
Resultate : 
Injektion von 10%igem Campher6él subkutan: 

5,0 bis 2,0 g Campher pro Kilogramm stets letal. 

1,0 ,, 0,6¢ 99 9 9 Krampfe, aber spiiter Er- 
holung. Nur eine Maus ist 
nach 0,8 g pro Kilogramm 
nach einem Tage ein- 
gegangen. 

0,5 ,, O,lg »» o» - keine Wirkung. 

Campher gelést in glykocholsaurem Natron unter Zusatz von Lecithin!: 

1,0 bis 0,5 g pro Kilogramm immer letal. 

0,4 , 0,3 g os zuweilen letal, immer Krampfe. 

0,2 ,, 0,05¢ ,, *” Krampfe, dann Erholung. 


1 Die Literaturangaben iiber die Toxizitaét von Campher fiir Mause 
sind spirlich. Nach R. Gottlieb (in Hefters Handb. d. Pharm. 1, 1154, 1923) 
bekommen Mause nach 1 cem einer gesattigten wiisserigen Campherlésung 
subkutan Krampfe. G. Isaak bezeichnet eine mit Campher gesattigte 
Campherlésung als 0,2°,ig. 1 cem davon enthalt 0,002 g Campher. Das 
ist fiir eine Maus von 20 g 0,10 g pro Kilogramm. 
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DaB diese Toxizitaét nicht etwa dem Gallensalz als solchem eigentiimlich 
ist, haben Kontrollversuche gelehrt. Bei subkutaner Darreichung erwies 
sich 

2,5 bis 1,5 g pro Kilogramm sofort letal. 

Ls Gite . mm keine Wirkung (mit Ausnahme einer 

Maus, die nach 0,4 g pro Kilogramm 
erst nach einem Tage eingegangen war). 


Die héchste bei unseren Versuchen den Mausen beigebrachte Glyko- 
cholatgabe hatte 0,5 g pro Kilogramm betragen. 


Die Lésung des Camphers in lecithinhaltigem Glykocholat war also 
um ein Vielfaches toxischer als das subkutan injizierte Campherdl. 

Fir die Erklarung derartiger Erscheinungen ist es ganz iiberfliissig, 
komplizierte physikalisch-chemische Theorien zu entwickeln. Die 
Sache ist einfach die, daB fettige Substanzen sowohl als Emulsionen als 
auch als feine Suspensionen entweder gar nicht oder doch nur sehr 
schlecht aus dem subkutanen Gewebe resorbiert werden. Sobald man 
sie aber durch Gallensalze in echte Lésung iiberfiihrt, werden sie eben 
aufgenommen. Die Nutzanwendung derartiger Erfahrungen fiir pharma- 
kologische und wohl auch fiir therapeutische Zwecke ist naheliegend, ins- 
besondere dort, wo es sich um eine perkutane oder subkutane Applika- 
tionsweise und die Einbringung durch Schleimhaute handeit. Fiir die 
Zufuhr per os diirfte dies kaum der Fall sein, da ja unter normalen 
Verbiltnissen die resorptionsférdernde Galle ohnehin vorhanden ist. 


IV. Physiologische Deutung der Rolle der Galle bei der Fettresorption. 


Seit mehr als 80 Jahren bemiihen sich die Physiologen, die Rolle 
der Galle bei der Fettresorption aufzukliren. Eine Wiedergabe der 
einschlagigen Literatur eriibrigt sich an dieser Stelle, um so mehr, als 
der eine von uns erst vor nicht langer Zeit versucht hat, den gegen- 
wartigen Stand des Problems zusammenfassend zu erértern und auf die 
wichtigsten Literaturquellen hinzuweisen'. So viele Teilfragen er- 
scheinen bereits gelést, daB es weit einfacher sein diirfte, als diese an- 
zufiihren, zu iiberlegen, welche einschligigen Probleme noch ihrer 
definitiven Lésung harren. 

1. Da ware wohl zuniachst die Frage, in welcher Weise die gallen- 
sauren Salze das fettspaltende Pankreassteapsin aktivieren. DaB es unter 
den Gallenbestandteilen die gallensauren Salze sind, denen diese Rolle 
zufallt, hat seinerzeit (1906) der eine von uns gemeinsam mit Julius 
Schiitz bewiesen und steht langst auBer Frage. Fraglich aber ist es, 
ob dieser Effekt auf Aktivierung eines Proferments beruht oder durch 
absorptive Wirkungen erklart werden kann [ Willstatter und Waldschmidt- 
Leitz (1923)}. DaB aber diese aktivierende Wirkung der Galle nicht 


1 O. Firth, Lehrb. d. physiol. u. pathol. Chem. 2, 336 bis 347, 1928. 
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das fiir ihre physiologische Wirkung Wesentliche sein kann, geht aus 
zwei Umstanden hervor: einerseits wei man, daB auch bei Gallen- 
abschluB das Fett im Darminhalt sich meist im gespaltenen Zustande 
findet. Andererseits hat aber bereits G. Rosenberg (1901) im Labora- 
torium von N.Zuntz dargetan, daB auch verseiftes Fett zu seiner 
Resorption der Galle ebensosehr bedarf wie unverseiftes. 


2. Es steht wohl auBer Frage, daB die Hauptmenge des Fettes 
normalerweise in gespaltenem Zustande zur Resorption gelangt. Es 
ist aber damit nicht gesagt, daB emulgiertes Fett unter keinen Um- 
stinden von der Darmschleimhaut aufgenommen werden kann!. Der 
eine von uns? hat bei anderer Gelegenheit geschrieben: ,,Bei den 
Meinungsdifferenzen und endlosen Streitereien itiber die Art der Fett- 
resorption ist meines Erachtens ein sehr wichtiger Punkt vielfach iiber- 
sehen worden: Aus dem Umstande, daB der Darm unverseifbare 
Emulsionen verschmaht, geht noch lange nicht hervor, daB das ganze 
Nahrungsfett vor der Resorption tatsaichlich verseift werden muB. 
Denn auBer Emulgierung und Lésung durch Zerfall in Seife und Glycerin 
gibt es noch eine dritte Méglichkeit: die Lésung des wngespaltenen 
Fettes im Darminhalt. Wissen wir doch, daB der Darminhalt als ein 
Gemenge von Fetten, Seifen, Lecithinen, Cholesterin und gallensauren 
Salzen (auch der EiweiBspaltungsprodukte nicht zu vergessen!) ein 
kompliziertes physikalisch-chemisches System bildet, das sehr wohl 
befahigt ist, Fette auch ohne vorangegangene Spaltung zu lésen. Dafiir 
aber, daB der Darm imstande ist, in Wasser schwer lésliche, unverseif- 
bare, lipoidlésliche Substanzen aufzunehmen, liefert uns die Pharma- 
kologie unzahlige Beispiele: Man denke beispielsweise an den Campher, 
das Terpentinél, das Naphthalin, die Benzoesiure und Salicylsaure.“ 
Die Seifen kommen als Resorptionsmodus seit Verzars* Untersuchungen 
kaum mehr in Frage. (Schon Munk hat die Seifen als giftig und ihre 
Resorption als unwahrscheinlich bezeichnet.) Wir verdanken Verzdr 
die Erkenntnis, daB auch die bei der neutralen und schwach sauren 
Reaktion des Darminhalts tatsichlich existierenden freien Fettsduren 


1 Die Beobachtungen, daB Emulsionen von Lanolin (Connstein), 
Petroleum und Paraffin (Henriques und Hansen) vom lebenden Darm 
verschmaéht worden sind, werden allenthalben zitiert. Meistens pflegt 
dagegen eine Beobachtung von Griinhagen aus dem Jahre 1889 unbeachtet 
zu bleiben. Dieser fand, daB mit Galle benetzte ausgeschnittene Frosch- 
dirme Milch, Olivenél, aber auch Lanolinemulsionen in die Epithelzellen 
aufzunehmen vermégen, nicht aber Tusche- oder Karminkérnchen. Lewin 
(1896) hat behauptet, daB auBer geléstem Fett auch Fettrépfchen als 
solche ins Epithel einzudringen vermégen. 

2 O. Fiirth, 1. c. S. 338. 

3 Verzdr, |. c.; Bethes Handb. 4, 60, 1929. 
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durch die gepaarten Gallensiuren in lésliche, diffusible Form iiber 
gefiihrt werden. 

Dazu kommt aber noch ein wichtiger Faktor, auf den aufmerksam 
gemacht zu haben das Verdienst von Adolf Jarisch' ist. Er hat gezeigt, 
daB Eiweib-Seifengemische beim Anséuern klar bleiben. Bei der 
hydrolytischen Zerlegung von Seifen kénnen wasserklare Fettsaure- 
hydrosole entstehen und diese Sole durch Schutzkolloide stabilisiert 
werden. So kénnen wir uns sehr wohl vorstellen, daB auch das Proto- 
plasma der Darmepithelzellen selbst Lésungsmittel fiir Fettsdéuren wird 
und deren weiteres Eindringen begiinstigt. 

3. Nicht ganz klar ist es ferner, ob der bekannte EinfluB der Galle 
auf die Emulgierung der Fette wirklich fiir die Resorption derselben 
von besonderer Wichtigkeit ist. Schon Lewin meinte (1896), das kénne 
nichts Wesentliches sein, weil sich auch nach GallenabschluB das Fett 
im Darme meist in emulgierter Form finde. 

4. Weiter wire der von C. Voit (1882) und von Heidenhain (1888) 
erérterten Tatsache zu gedenken, daB durch Galle die Oberfldche der 
Zellen fiir Fett benetzbar werde. 

5. A.v. Wistinghausen (1851 in Dorpat) hatte angegeben, dab 
geschmolzenes Fett leichter durch eine mit Galle als mit Wasser be- 
feuchtete Membran passiere (vgl. auch Steiner 1873). Dagegen hatte 
nun Gréper (1889) energisch Stellung genommen: ,,Ich glaube, daB das 
Ol durch eine Membran, welche mit wasseriger Fliissigkeit durchfeuchtet 
ist, im Wege durch die natiirlichen Kapillaren der Membran iiberhaupt 
nicht durchgeht, mégen dieselben nun mit Wasser, Galle oder sonst 
einer Fliissigkeit gefiillt sein. Es tritt vielmehr nur da durch, wo die 
Membran gréBere Offnungen bietet, wo es also keine mit wiasseriger 
Fliissigkeit gefiillten Kapillaren zu durchwandern hat.“ 

Wir freuen uns, wenn auch erst nach acht Dezennien, W isting- 
hausen zu seinem Rechte verhelfen zu kénnen. Unsere mitgeteilten 
Diffusionsversuche ebenso wie diejenigen Verzars lassen wohl keinen 
Zweifel mehr dariiber zu, daB die Diffusion von Fetten und Fettstiuren 
durch Membranen und Gallerten tatsdchlich durch die Gallensalze, welch 
dieselben lisen, ermdglicht wird. 

6. Es ist behauptet worden, daB die Galle die den Verdauungstrakt 
auskleidenden epithelialen Zellen direkt zu erhéhter Tdtigkeit anreizt. Die 
Idee, daB es sich um einen direkten Reiz auf einen flimmernden Epithel- 
saum handle, ist freilich bereits von Heidenhain (1888) abgelehnt worden. 
,»AuBer Thanhofer und Wiedersheim“, so schrieb er, .,hat niemand Be- 
wegungen von Protoplasmafortsétzen an den Darmepithelien der Wirbeltiere 
wahrgenommen. Fiir die Entodermzellen Wirbelloser liegen allerdings 
zahlreiche Beobachtungen iiber Aufnahme von Nahrungspartikelchen 


1 4. Jarisch, diese Zeitschr. 134, 963, 1922. 











Eint! 


dure 
tiere 


Seyl 
inha 
Zuse 
zeige 
und 
die 
sind 
Fett 
clie 
sagt 
Bew 
artig 
finde 
Fett 
eine! 


Akti 


die, 
goss 
Nah 
Mei 


Men 


hohe 
an { 
Ree! 
0. J 
tagli 
Blas 
l6g 
daB 
an I 
falls 
loser 
Fett 


Tag 


1104 
rech 


nach 
bis 
dau 








an 
igt, 
der 
ire- 
ert 
ato- 
urd 


alle 
en, 
ine 
ett 


88) 
der 


lab 
be- 
tte 
las 
tet 
ipt 
nst 
die 
yer 


tq - 
len 
en 
ren 


akt 

die 
el- 
pn. 


re 
igs 
ler 











EinfluB von gallensauren Salzen auf Diffusions- u. Resorptionsvorgange. 453 


durch améboide Fortsatze vor. Eine Ubertragung derselben auf die Wirbel- 
tiere ware aber mehr als gewagt.“ 

Réhmann (1882) machte geltend, da8 die Darmepithelien nach Hoppe- 
Seyler als lebendige Organismen zu betrachten seien, die aus dem Darm- 
inhalt die ihnen zusagenden Stoffe aufnehmen und, wie Spina fand, im 
Zusammenhang mit der Resorption eigentiimliche Bewegungsvorginge 
zeigen. Die Galle wirke nun gewissermaBen als Reiz aut die Epithelzellen 
und erhalte sie funktionsfahig. Gelangt keine Galle in den Darm, so werde 
die Tatigkeit der Epithelien wesentlich beeintrachtigt. Ahnliche Ideen 
sind vielfach, so von J. Levin (1896), aufgegriffen worden, der meinte, die 
Fettresorption sei die Folge eines Reizes, den Galle und Pankreassaft auf 
die Epithelzellen des Darmes ausiiben. Der englische Physiologe Schdfer 
sagte diesbeziiglich (1898) in seinem Lehrbuche, da kein experimenteller 
Beweis fiir derartige Behauptungen vorliege und dai man gegen eine der- 
artige Theorie einen gewichtigen Einwand geltend machen kénne: Es 
findet sich stets Galle im Darm und sie wird nicht erst fiir die Zwecke der 
Fettverdauung ergossen. Das sind aber keine richtigen Bedingungen fiir 
einen Reiz, der doch intermittierend wirken und erst im Bedarfsfalle in 
Aktion treten sollte. 


7. Eine weitere Frage, die einer niheren Beleuchtung bedarf, ist 
die, ob die in den Darm des Menschen und des Saugetieres hinein er- 
gossene Galle ausreichende Gallensduremengen enthalt, um das Fett der 
Nahrung praktisch in Lésung bringen zu kinnen.  Pfliiger war der 
Meinung, daB dies tatsachlich der Fall sei. 

Wir wollen diese Uberlegung an zwei Beispielen, fiir den normaien 
Menschen und Hund, durchfiihren: 


A. Die tagliche Gallenmenge! des normalen Menschen kann nicht 
héher als maximal 1100 cem bewertet werden. Der Gehalt der Lebergall: 
an gallensauren Salzen (dieser, nicht derjenige der Blasengalle, muB® in 
Rechnung gezogen werden) betragt nach Hammarsten 0,9 bis 1,8°,, nach 
O. Jacobson 1,3°%,. Wenn wir also rechnen, daB die Galle 20 g Gallensalze 
taglich dem Darm zufiihrt, so ist dies sehr hoch gerechnet. 100 cem frischer 
Blasengalle lésten in unseren Versuchen 9 bis 11 g Ol (nach Piliiger bis 
16g Fett). Da die Galle 4 bis 5°, Gallenséuren enthielt, heiBt. das so viel, 
daB giinstigenfalls die Gallensalze das Zwei- bis Dreifache ihres Gewichtes 
an Fett zu lésen vermochten. Die 20 g Gallensalze, welche die Galle besten 
falls dem Darm taglich zufiihrt, k6nnten demnach etwa 40 bis 60g Fett 
lésen, was immerhin der GréBenordnung des Voitschen KostmaBes (56 2 
Fett taglich) entspricht. 

B. Die normale Gallenmenge des Hundes kann pro Kilogramm und 
Tag héchstens etwa 30 ccm betragen*®. Nach neuen Analysen von Fodera 


1 Die normale tagliche Gallenmenge des Menschen wird mit 700 bis 
1100cem veranschlagt (Mayo-Robson, Hammarsten, Brand). Ranke 
rechnet pro Kilogramm und Tag 14g, Westphalen 7g, Brand 10 bis 17 g. 

2 Nach Bidder und Schmidt 15,9 bis 28,7 g, nach Nasse 12,2 bis 28,4 g, 
nach Arnold 8,1 bis 11,6 g, nach Kélliker 21,5 bis 36,6 g, nach Leyden 2,9 
bis 10,4g, nach Dastre 12,5¢ (vgl. Babkin, AuBere Sekretion der Ver- 
dauungsdriisen, S. 642. J. Springer, 1928). 


30 * 
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und Zuccalad' enthalt normale Ductusgalle des Hundes im Mittel 6,66°, 
Gallensaure (Blasengalle 10,13°,). Altere Untersucher hatten weit niedrigere 
Werte gefunden®. Ein Hund von 10 kg k6énnte also bestenfalls 300 cem 
Galle mit etwa 20 g Gallensalz absondern und darin 40 bis 60 g Fett lésen 
Gelegentlich von Versuchen mit reichlicher Fettfiitterung in diesem 
Laboratorium® hat ein 10 kg schwerer Hund taglich ohne Schwierigkeiten 
100 g Speck bewiltigt, was etwa 70 g Fett bedeutet. 

Wir sehen also, daB unter sehr giinstigen Annahmen es nicht un- 
méglich erscheint, daB Mensch und Hund soviel Gallensalze in den 
Darm hineinsezernieren kénnten, um die ganze Fettmenge einer ge- 
wohnlichen Ernahrung in Lésung bringen zu kénnen. Doch gibt es 
bekanntlich viele Menschen, die sehr viel mehr Fett, als etwa dem Voit- 
schen KostmaB entspricht, tatsaéchlich bewaltigen*. Hier st6Bt unsere 
Uberschlagsrechnung schon auf erhebliche Schwierigkeiten. Doch 
kénnte ja die Sache auch sehr wohl so sein, daB dieselbe Gallensiure- 
menge auch mehrmals hintereinander verwendet wird, und nicht restlos 
in den Blut- oder Lymphstrom iibergeht. Man kénnte sich immerhin 
etwa vorstellen, daB ein Quantum Gallensiure, das eine gewisse Menge 
Fett in geléstem Zustande in die Darmschleimhaut und in die Lymph- 
oder Blutkapillaren hineintransportiert hat, nachher wieder zuriick 
ins Darmvolumen hineinsezerniert wird und das Spiel von neuem 
beginnen kann. Ob dies aber wirklich der Fall ist, vermégen wir natiirlich 
nicht zu sagen. Wir befinden uns hier tiberhaupt auf einem héchst 
schwankenden und unsicheren Grunde. Weitere Untersuchungen in 
diesem Laboratorium sollen iiberhaupt erst Klarheit dariiber erbringen, 
wie das Verhdltnis zwischen jeweils vorhandenen Mengen von Gallen- 
salzen, gelistem und ungeléstem Fett in den verschiedenen Darmpartien 
unter verschiedenen Ernahrungsbedingungen sich tatsichlich stellt, 
insbesondere auch bei fettreicher Ernahrung. Vielleicht wird man 
nach Durchfiihrung derartiger Versuche das vorliegende Problem klarer 
beurteilen kénnen, als dies heute méglich erscheint. 


Zusammenfassung. 


1. Fir die Diffusion in Gallerten hinein haben zwar im allgemeinen 
die Diffusionsgesetze insofern Geltung, als Elektrolyte um so schneller 





1 F. A. Fodera und Maria Zuccalad (Catania), Boll. Soc. ital. Biol. 
Sper. 3, 1081, 1928. 

2 Vgl. Hoppe-Seyler, Physiologische Chemie 1881. Zahlreiche Analysen 
frisch sezernierter Hundegalle hatten ergeben: Bidder und Schmidt 4,9°,. 
Kolliker 3,2%, Scott 4,9°,, Hoppe-Seyler fand in frisch sezernierter Galle 
3,4, 3,49), in Blasengalle 11,9, 12,6°, Gallensaure. 

3 T. Takao, diese Zeitschr. 172, 271, 1926. 

* Man kénnte da z. B. an die Eskimos denken. Doch trifft das gerade 
hier nicht zu. Entgegen vielen alteren Angaben sind diese fast reine Fleisch- 
fresser und ihre Fettkonsum tatsichlich relativ klein. 
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eindringen, je beweglicher die sie zusammensetzenden Ionen sind. Man 
begegnet jedoch haufig (so beim Eindringen von Jodkaliumlésung in 
Gallerten, von Kupfersulfat oder Zinkacetat in Celloidin, aber auch in 
Filtrierpapier) Hemmungen, die auf physikalische oder chemische 
Affinitaten zuriickzufiihren sind und die eine allmahliche Verlangsamung 
eventuell auch ein Steckenbleiben des Diffusionsvorganges bewirken 
konnen. 


2. Es liegt kein Grund vor, anzunehmen, dab die Diffusion nicht 
lipoidléslicher Stoffe bei Gegenwart gallensaurer Salze etwa durch die 
Tatigkeit von Oberflichenkraften beschleunigt werde. 


3. Dagegen vermdégen lipoidldsliche Stoffe der verschiedensten Art 
(wie monojodbehensaures Calcium, Jodlecithin, Lecithin, Cholesterin, 
Phenol, Fettsiuren, Neutralfette, Milchfette) in Gelatine, Agaragar, 
Filtrierpapier und porése Tonplatten bei Gegenwart von gallensauren 
Salzen weit schneller und leichter einzudringen als bei Abwesenheit 
derselben. Diese Tatsache erscheint ausreichend durch den Umstand 
erklart, daB Gallensalze befahigt sind, lipoidlésliche Substanzen in 
gréBerem oder geringerem Umfange wasserléslich zu machen (Wieland). 


4. Das Lésungsvermégen der gallensauren Salze fiir Lecithin ist 
betrachtlich, insofern zur Lésung von 1 Molekil Lecithin rund je 
1 Molekiil cholsaures, desoxycholsaures, glykocholsaures oder tauro- 
cholsaures Natrium erforderlich ist. Dagegen ist das Lésungsvermégen 
einer reinen Glykocholatlésung fiir Olivenél nur gering; dasselbe wird 
durch einen Lecithinzusatz erheblich gesteigert. 100ccm frischer 
Rindergalle (mit einem Gehalt von 4 bis 5°, an gallensauren Salzen) 
vermégen 10 bis 11 cem Olivenél zu lésen. Dagegen sinkt das Lésungs- 
vermégen der Galle fiir Olivenél, sowie auch fiir Olséure nach Be- 
seitigung des Lecithins (und anderer atherléslicher Substanzen) auf 
einen geringen Wert ab. Die Bedeutung des in der Galle enthaltenen 
Lecithins fiir ihr Fettlésungsvermégen ist zweifellos sehr’ groB. Wir 
haben aber im Gegensatz zu Moore und Rockwood festgestellt, da 
die Bedeutung des Gallenmucins demgegeniiber stark zuriicktritt und 
unter Umstainden auch ganz fehlen kann. Immerhin kann ein kiinst- 
liches Gemenge von gallensaurem Salz mit Lecithin und Mucin unter 
Umstanden so viel Olivenél oder Olsaure lésen, daB sein Lésungsvermégen 
demjenigen der natiirlichen Galle nahekommt. 


5. Eine Resorptionssteigerung durch gallensaure Salze ist an den 
Beispielen einer vermehrten Aufnahme von Jodlecithinemulsion aus 
dem Unterhautgewebe von Kaninchen und einer Toxizitatssteigerung 
subkutaner Campherdélinjektionen bei Mausen dargetan worden. Es 
ware naheliegend, daraus fiir die Steigerung der Aufnahme pharma- 
kologisch wirksamer Substanzen von der Haut, den Schleimhauten und 
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dem subkutanen Gewebe aus die Nutzanwendung zu ziehen. Dabe: 
wire selbstverstindlich auf die Toxizitit der Gallensiure Riicksicht 
zu nehmen. 

6. In bezug auf die Rolle der Galle bei Fettresorption erscheinen 
einige Fragen noch nicht ausreichend geklart. So die Art der Aktivierung 
des Pankreassteapsins durch die Gallensalze, die Frage, ob, auber der 
Lésung verseiften Fettes, nicht auch eine echte Lésung ungespaltenen 
Fettes im Darminhalt stattfinden kénne, ob ferner die Galle die Darm- 
epithelzellen direkt zu erhéhter Tatigkeit anreize. Unsere Diffusions- 
versuche lassen keinen Zweifel mehr dariiber, daf die Diffusion fettige 
Substanzen in die Darmwand hinein tatsdchlich durch die sie lisenden 
Gallensalze erméglicht wird. DaB dies fiir freie Fettsiuren gilt, ist von 
Verzar gezeigt worden. Ob dasselbe Quantum von Gallensalzen aber 
nur einmal oder etwa auch mehrmals hintereinander dieser Transport- 
aufgabe geniigen kénne und ob die gallensauren Salze in der Norm 
stets in ausreichender Menge in den Darm hineinsezerniert werden, 
daB sie dieser Aufgabe auch bei sehr reichlicher Fettnahrung geniigen 
kénnen, miissen weitere Untersuchungen lehren. 
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Zum Abbau der Kohlenhydrate. 


Von 
Georg Rosenfeld, Breslau’. 


(Aus dem Institut fiir Pharmakologie der Universitat und dem Laboratorium 
des Verfassers in Breslau.) 


(Eingegangen am 23. April 1930.) 


Die allgemein rezipierte Anschauung von Embden, Meyerhof, Hill 
iiber den Abbau der Kohlenhydrate im Organismus nimmt als erste 
Stufe einen Aufbau der Kohlenhydrate zu Glykogen an, aus welchem 
iiber die Stufe der Hexosephosphorsiure der Abbau zu Milchséure 
weiterschreitet. Ein Teil dieser Milchsiure wird zu Kohlensiure und 
Wasser abgebaut, */; der Milchséure erfahren einen erneuten Aufbau 
zu Glykogen. Wenn auch diese These durch eine Fiille von Beobach- 
tungen gesichert ist, so ist doch der Zweifel berechtigt, ob diese Um- 
wandlung iiber die ganze Front des Zuckers im Organismus sich er- 
streckt: Denn dafiir miiBte erst der Beweis geschaffen sein, daB der 
gesamte Nahrungszucker im Organismus in Glykogen iibergefiihrt 
wirde. Und soweit ich die Literatur kenne, ist es noch niemals ge- 
lungen, im Kérper so viel Glykogen wiederzufinden, als an Zucker 
eingefiihrt worden ist. Daraus ergibt sich ganz ohne weiteres, daB 
es neben dem Embden-Meyerhof-Hillschen transglykogenen’ Wege auch 
einen anderen aglykogenen geben mu, der vielleicht in den von 
Neuberg und seiner Schule eréffneten, iiber Methylglyoxal und Brenz- 
traubensaure fiihrenden einmiindet. 

Studien iiber diesen Weg habe ich schon im Jahre 1907 und 1908? 
veréffentlicht: Untersuchungen, welche von dem von mir so haufig 
gewahlten Modell der Leberverfettungen ausgingen. Wenn man weib, 
da8 ein Hungerhund, wenn ihm am sechsten und siebten Hungertage 


1 Nach einem Vortrag gehalten am 21. Februar in der Medizinischen 
Sektion der Schlesischen Gesellschaft fiir vaterlandische Kultur zu Breslau, 
ausgefiihrt zum Teil mit den Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 

2 Berl. klin. Wochenschr. 1907, Nr. 52; 1908, Nr. 16 und 17. 
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0,2 g Phlorrhizin pro Kérperkilogramm! subkutan injiziert werden, am 
achten Tage kein Glykogen, aber eine Fettleber von 30 bis 70°, Fett 
zeigt, daB aber ein anderer Hund, nach fiinftaégigem Hunger ebenfalls 
mit 0,2 g Phlorrhizin pro Kilogramm gespritzt, jedoch zugleich mit 
8 g Traubenzucker per os versehen, etwas Glykogen, aber keine Fett 
leber zeigt, sondern die normalen 10°, Fett und weniger in seine: 
Leber aufweist, so hat man in diesem letzteren Experiment ein Modell, 
an dem man studieren kann, wie sich die verschiedenen Kohlenhydrate 
im Vergleich zu dem Modelltraubenzucker verhalten. Es hat sich er- 
geben, dab sich, wie die Glucose, so die d- Fructose, die Saccharose, sowie 
Amylum verhalten, daB aber die Kohlenhydratalkohole und Kohlen- 
hydratsauren nicht fertig bringen, was der Traubenzucker vermag 


Aber es gelingt dies auch bloB dem per os dargereichten Trauben- 
zucker, denn sowie der Traubenzucker intravends gegeben wird, andert 
sich das Bild vollstandig, obwohl wir doch gewohnt sind, die intra- 
venése Darreichung nur als den eindringlicheren Weg der Darreichung 
anzusehen. Wahrend der orale Traubenzucker Glykogenablagerung 
macht und die Fettleber verhiitet, tut derselbe Stoff, auf intravenésem 
Wege gegeben, beides nicht. Es wird kaum Glykogen angelegt, und div 
Fettleber wird nicht verhiitet. Wir sehen aber noch mehr in den 30 Ex- 
perimenten, die ich iiber diese Frage angestellt habe, wie aus der bei- 
folgenden Tabelle zu ersehen ist, indem ich Ihnen vorlaufig einmal 
drei Versuchsergebnisse auffiihre. 





Urin g D 
H.05. 100g D. per venam. 11g pro Korperkilogramm ohne 
RP eM ere ae ae 15 
100g D. per venam. 11g pro kg mit Phlorrhizin. . . 39,5 
H.06. 115g D. per venam. 11g pro kg ohne Phlorrhizin . . 21,5—23 
115g D. per venam. 11g pro kg mit Phlorrhizin. . . 36 
115g D. per os. 11g pro kg mit Phlorrhizin. . . 78 
H.07. 66g D. per venam. 11g pro kg ohne Phlorrhizin . . 10,1 
65g D. per venam. 11g pro kg mit Phlorrhizin. . . 16 
65g D. per venam. 11g pro kg mit Pankreasexstir- 
pation Sa ee so 22 


Der intravenése Zucker wird bei dem Normaltier zu einem gewissen 
wechselnden Prozentsatz ausgeschieden. In den drei Versuchen sehen 
Sie, daB bei 11 g pro Kérperkilogramm Glykose per venam 10 bis 15 
bis 23 g D. ausgeschieden werden (ohne Phlorrhizin!) Um diesen Verlust 
nicht etwa als Grund fiir die verinderte Wirkung der intravendsen 
Glucose mit ihren veranderten Erfolgen erscheinen zu lassen, habe 
ich bei den intravenésen Versuchen nicht wie bei den oralen 8 g Zucker 


1 In Soda gelédst. 
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pro Kilogramm, sondern 11 g Zucker gegeben, dann war auch vom 
intravenésen Zucker mindestens die gleiche Menge wirksam wie bei 
der oralen Darreichung. Im zweiten Versuch sehen wir, daB, wenn 
jetzt dieselbe Menge D. per os plus Phlorrhizin gegeben wurde, statt 
21 bis 23 g 78g ausgeschieden wurden! Wurden nunmehr die 115g 
per venam gegeben, so wurden 36 g, also eine ganze Kleinigkeit mehr 
als ohne Phlorrhizin entleert. Das gleiche sehen wir im ersten und 
im dritten Versuch. Auch da sind nur geringfiigige Mengen Zucker 
mehr durch das Phlorrhizin in den Harn gelandet worden,’ als aus rein 
osmotischen Griinden infolge der intravendésen Injektion erschienen. 
Das gleiche sieht man bei der allergréBten Zahl meiner Versuche, und 
es ergibt sich also al§ eine dritte Tatsache, in der der intravenése Zucker 
von dem oralen abweicht, daB dieser intravendse Zucker vom phlorrhizin- 
diabetischen Tier, iibrigens ebenso wie vom pankreasdiabetischen Tier in 
viel héherem Mae vertragen wird. 

Wir haben hier einen Darreichungsweg, bei dem der Zucker in 
der Leber kein Glykogen erzeugt, einen aglykogenen Weg, und da die 
Umwandlung in Glykogen als die wesentlichste Beeinflussung der Leber 
in bezug auf den Zucker gilt, k6nnen wir auch sagen: einen anhepatischen 
Weg: denn fiir den intravenésen Zucker spielt die hauptsachliche Leber- 
funktion, die Glykogenbildung, keine Rolle. 

DaB wir mit der Idee der Leberausschaltung, der Anhepatie, auf 
dem richtigen Wege sind, kénnen wir auf zweifache Art beweisen. 
Bei der Entleberung der Ganse fand Minkowski bereits eine gewaltige 
Verminderung der Stickstoffausscheidung im Harn, ebenso wie 
sie in den neuen Entleberungsversuchen am Hunde Man _ und 
Magath gefunden haben. Hier sehen Sie in dem Stoffwechsel 
dieser Phlorrhizintiere die gleiche Erscheinung: sowie die intra- 
venése Injektion von Traubenzucker erfolgt, sinkt die Stickstoff- 
kurve steil ab! 

Ein zweiter Beweis liegt in der Einwirkung auf die Acetonbildung: 
nach der gelaufigen Anschauung werden die Acetonkérper in der Leber 
gebildet: die intravenése Injektion beseitigt, wie man an den hier 
aufgefiihrten Beispielen sieht, aufs prompteste die Acetonurie weil 
eben die Leber ausgeschaltet ist. 





D. N Aceton Leber 
H. 31. 7.1. 1g Phlorrhizin. .. . 10,6 3,125 157,5mg 34,9% 
Re DANO ee 9,96 4,004 1395 , Fett 
9. 1. » 95D. per venam 15,7 0819 80 . Glykogen? 
H. 40. 21.1. 2g Phlorrhizin. . . . 1,8 0,664 — 24,58 % 
22.1. Dasselbe ....... 57,95 22,54 119 , Fett 
23. 1 » 110D. per venam 28 0,945 5 . Glykog. 0 
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Wir haben also fiinf Kriterien der funktionellen Leberausschaltung : 
erstens: mangelnde Glykogenbildung, zweitens N-Absturz, drittens Be- 
seitigung der Acetonurie. Als weitere Folgen der Leberausschaltung 
haben wir noch einen positiven und einen negativen Erfolg zu buchen 
negativ: die Fettleber wird nicht verhiitet, positiv: der intravendse Zucker 
wird vom phlorrhizinierten und apankreatischen Hunde besser verwertet. 


Ob wir uns dabei vorstellen sollen, daB der intravenése Zucker 
viel zu schnell die Leber passiert, denn es ist gleichgiiltig, ob man den 
Zucker durch die Vena jugularis oder die Vena mesenterica injiziert 
oder daB es daran liegt, daB die Einwirkung der Verdauungssafte und 
der Darmwand fehlt oder an irgendeinem anderen Verhiltnis, ist vorder- 
hand unserer Erkenntnis verschlossen. Wohl aber kénnen wir eine 
Reihe von Analogien aus den verschiedensten Gebieten des Diabetes 
heranziehen. 


Aus der menschlichen Pathologie sei eine Beobachtung von Kiil:- 
Reschop angefiihrt: in zwei Versuchsreihen lieB er einen schwereren Dia 
betiker, der auf Kohlenhydrate per os sofort Zucker ausschied, vom Munde 
aus durch Gurgeln — perlingual wiirden wir heute sagen — 37g Zucker 
resorbieren, ohne daB Zuckerausscheidung eintrat. Der Zucker wurde 
von den Venen und LymphgefiBen des Halses resorbiert, ohne in die Leber 
zu kommen. 

In dieselbe Kategorie gehéren die von Diabetikern gut vertragenen 
Zuckerklystiere nach Arnheim: die Resorption erfolgt durch die Venae 
haemorrhoidales, welche nicht in die Vena portae miinden, sondern mit 
Umgehung der Leber in die Iliaca und Cava inferior einstrémen. In der 
Experimentalpathologie steht an erster Reihe der Versuch von Marcusé 
am Frosch. Marcuse hatte gezeigt, daB auch Frésche durch Ausschneidung 
des Pankreas zuckerkrank werden, daB aber nach Hinzufiigung der Leber- 
exstirpation kein Diabetes auftrat. Hendriks und Sweet haben an Hunden 
mit Heckscher Fistel die Pankreasexstirpation gemacht, wobei der Erfolg 
war, daB im Hungerzustande eine Glykosurie nicht auftrat. Im gleichen 
Sinne sprechen die Arbeiten von Man und Magath, denen es gelang, einen 
apankreatischen Hund, dem auch die Leber bis auf einen kleinen Rest 
entfernt war, 10 Tage bei ungefahr normalem Blutzucker und ohne Glyko 
surie zu halten. Alles Beweise dafiir, daB der anhepatische Zucker vom 
Organismus des Diabetikers vertragen wird. 


In einem anderen Falle lit sich in gleicher Weise der anhepatische 
Weg des Zuckers erschlieBen und in seinen Wirkungen beobachten: 
das ist im Falle der Phosphorvergiftung. Die Phosphorvergiftung fiihrt 
zu einer Fettwanderung in die Leber, so daB im Durchschnitt rund 
30 °,, Fett in der Trockensubstanz enthalten sind. Dabei ist der Hunger- 
zustand, der bei der Phlorrhizinfettleber unerlaBlich ist, beim Hunde 
nicht erforderlich. Ja es kann sogar die allerintensivste Zufiitterung 
von Kohlenhydraten stattfinden, ohne daB die Fettwanderung auch 
nur abgeschwicht wird. So habe ich einem Phosphorhund 45 g Zucker 
pro Kilogramm gegeben, und dabei sind 43,6°,, Fett in der Leber 
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aufgetreten'. Der eingegebene Zucker wird gut verarbeitet, ohne im 
Harn zu erscheinen, und verlingert die Lebensdauer der Phosphorhunde. 


Hierbei tritt keinerlei Glykogenbildung auf — wir haben also 
hier zunichst einen aglykogen (und damit gleichbedeutend anhepatisch ) 
verarbeiteten Zucker vor uns. 


Wodurch wird diese Leberausschaltung bewirkt? oder besser: 
welches ist ihr Modus ? 


Da im Phosphorhund durch v. Falkenhausen eine Diastasevermehrung 
gefunden worden ist, habe ich untersucht, ob die Diastase nicht das 
Werkzeug ist, mit dem die Leber ausgeschaltet wird. Vorausgesetzt 
nimlich, daB Glykogenbildung die Hauptfunktion der Leber im Kohlen- 
hydratabbau ist, so wirde eine Verhinderung der Glykogenbildung 
durch Diastase gleichwertig mit Leberausschaltung sein. 


Solche Untersuchung muBte basiert werden auf die Verhiitung der 
Leberverfettung durch oralen Zucker. An diesem Modell kénnte man 
nachweisen, daB durch gleichzeitige Verabfolgung der Diastase die 
Leber abgeriegelt wurde, indem der Zucker vom glykogenen Wege 
durch Verhiitung der Glykogenbildung auf den aglykogenen, an- 
hepatischen Weg abgelenkt wurde. Der anhepatische Zucker war in 
diesem Modell zunachst an dem Bestehen einer Leberverfettung zu 
erkennen. Als verfettendes Agens konnte Phosphor nicht gewahlt 
werden, denn bei der Phosphorvergiftung wirkt Zucker in jeder Menge 
nicht verfettungshindernd. Wohl aber gelingt dies beim Phlorrhizin: 
hier verhindert ja gleichzeitige Zuckereinfuhr die Fettleber, aber wenn 
der Zucker anhepatisch geleitet wird, tut er das nicht: also wenn man 
zu Phlorrhizin und oralem Zucker noch Diastase hinzufiigt, so wird, 
wenn die Diastase die Glykogenogenie verhindert und damit den Zucker 
auf den aglykogenen oder anhepatischen Weg drangt, trotz oralem 
Zucker die Fettleber bestehen bleiben. Zugleich miissen auch die 
anderen Charakterziige des anhepatischen Weges sich offenbaren, d. h. 
die Menge des ausgeschiedenen Zuckers muB vermindert sein, da ja 
die anhepatische Glucose vom diabetischen Tier besser verarbeitet 
wird. Die hier folgenden Versuche zeigen, daB wir alle diese Tatsachen 
in Wirklichkeit beobachten kénnen. Manche dieser Versuche haben 
nicht alle Erwartungen erfiilit, was nicht wundernehmen kann, da 
ja die einmal oder zweimal beigebrachte Diastase keine Dauerwirkung 
auf den Organismus ausiibt. Um das zu erreichen, den Organismus 
gewissermaBen unter eine dauernde Uberschwemmung von Diastase 
zu bringen, habe ich Hunden drei Speicheldriisen unterbunden, um 
auf diese Weise das dauernd sezernierte Ptyalin zu fortwahrender 


1 Diese Zeitschr. 209, 318, 1929. 
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Resorption zu bringen. Obwohl der Hund gerade ein Tier mit schwacher 
Ptyalinbildung ist, ist ein Versuch doch wunschgemaéB ausgefallen, 
wie die folgenden Experimente zeigen. 





P =" Zufubr ip Diastase Harn-D. Leberfett 
Zufuhr per os Pe ncor nll a: " /6 
U 45 112 D. 1,4 Phlorrh. 2+2 47 28,4 
U 58 272 D. 3,4 a 2+2 26 23,9 
U 75 540 D. 3,6 5 2+3 76 31,8 
U 62 480 D. 3,2 . 0 125 - 
480 D. 3,2 > 2+2 69 38,25 
U 69 240 D. 1,6 ‘ ° 65 30,2 


* Speicheldriisenunterbindung. 


Machen wir jetzt einmal Halt fiir einen Riickblick : alle aufgefiihrten 
Tatsachen lieBen sich zu der Deutung zusammenfassen, wie wir sie 
gaben, daB die Ausschaltung der Leber die Kohlenhydrate auf den 
anhepatischen Weg drangt und damit die seltsamen Veranderungen 
erzeugt. Ist das aber auch die einzige Deutungsméglichkeit, miissen 
wir iiberlegen. Moderne Forscher, wie Pollak und Grafe, ziehen zur Er- 
klarung solcher Erscheinungen in ausgedehntestem Mae das Insulin 
heran. Grafe hat die Insulinmobilisierung hervorzurufen gesucht, 
indem er Zuckerlésungen in die Art. pankreatico-duodenalis einspritzte. 
Er sah als Folge davon eine leichte Senkung des Blutzuckerspiegels, 
die er eben als Insulinmobilisierung aus dem Pankreas deutete und be- 
sonders darum deutete, weil die Einspritzung derselben Zuckerlésung 
in die Art. femoralis nicht von der Blutzuckersenkung gefolgt war. 
Die Umstande unserer Versuche sind aber doch ganz andere als die 
bei Grafe. Wir infundieren in die Vena jugularis oder selbst mesenterica 
mit dem gleichen Erfolge und haben gar keinen Grund anzunehmen, 
daB, wie bei der Einspritzung in die Arterie des Pankreas, Insulin 
mobilisiert wiirde. Héchstens kénnten wir uns denken, daB eine solche 
Zufuhr von Zucker tiberhaupt Insulin stark anziehen kénnte. Ganz 
ausgeschlossen ist aber bei einem Teil unserer Versuche jede Insulin- 
wirkung: bei den Marcuseschen Fréschen, bei den Versuchen von Man 
und Magath bei leberlosen apankreatischen Hunden und bei unseren 
eigenen Phlorrhizinzuckerhunden mit Unterbindung der Speicheldriise, 
wie auch bei den Phlorrhizinexperimenten mit oralem Zucker und 
Diastase, wo kein Moment vorliegt, das das Insulin mobilisieren kénnte. 

In den Grafeschen und Pollakschen Anschauungen dient als 
eigentlicher Beweis fiir das Auftreten des Insulins das Herabgehen 
des Blutzuckers auf Zuckerinfusion. Nun ergibt sich aber, daB auch 
die Diastase so ziemlich das gleiche Herabgehen des Blutzuckers er- 
reicht wie das Insulin. 
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Diastase und Blutzucker. 





lg per venam 2g per venam 
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In diesen Versuchen am hungernden Kaninchen sehen wir einmal 
den Blutzucker auf 2 g Diastase intravenés von 117 auf 59 sich senken. 
Diese 2 g sind die urspriinglich verwendete Menge, von der sich aber 
ein gewisser Teil nicht lésen lie} und auf dem Filter zuriickblieb. 
Hypoglykaimische Krimpfe haben wir nie erzeugt. Wir kénnen also 
nur feststellen, daB die Diastase dieselben Kunststiicke macht wie 
das Insulin. Und auch wenn wir menschlichen Speichel mit seinem 
reichlichen Ptyalingehalt einem Kaninchen einspritzen, so sehen wir 
auch da ein Herabgehen des Blutzuckers. Aber es wire ja noch eine 
Méglichkeit, daB sowohl die Diastase, welche obenein aus Pankreas 
gewonnen ist, noch von Insulin begleitet ware, ebenso wie es denkbar 
ware, daB auch im menschlichen Speichel neben der Amylase sich Insulin 
verbarge. Und in der Tat! Wenn man die iibliche Insulindarstellungs- 
methode einmal auf 10 g Diastase, andererseits auf 50 g Menschenspeichel 
anwendet, so findet sich ein insulinartig wirkender Stoff, dessen Menge 
bestimmbar ist. Es interessiert uns dabei in der Hauptsache die Insulin- 
menge in 10 g Diastase, die 1 bis 2 Einheiten betragt, und es laBt sich 
nach den iiblichen Ansatzen errechnen, daB in den | oder 2 g Diastase, 
welche wir anzuwenden pflegen, héchstens 0,36 bis 0,7 Einheiten Insulin 
vorhanden sein kénnten, wenn die ganze Diastase zur Verwendung 
kame. Da aber ein groBer Teil ungelést auf dem Filter zuriickbleibt, 
kann es sich héchstens um 0,2 bis 0,4 Einheiten handeln, von denen 
gar keine Wirkung auf den Hund zu erwarten ist. Sogar die 20fache 
Menge Insulin beim apankreatischen Hunde angewendet, hat keinerlei 
EinfluB auf die Menge des ausgefiihrten Zuckers. Immerhin kénnten 
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wir als eine Art Experimentum crucis noch die Anwendung der Diastas: 


auf den Diabetes des apankreatischen Hundes heranziehen, bei den 
Mengen von etwa ', bis 1 Einheit Insulin nicht den allergeringste: 


Erfolg erzielen. 


Ich fiihre Ihnen hier zwei Versuche an, in denen Si 


sowohl den groBen EinfluB auf die Zuckerausscheidung wie auf dir 
Blutzuckerprozente sehen. 
264 auf 146 herunter, und dementsprechend den Harnzucker von 


63g D. auf 28,5 und schlieBlich auf 4,6 und 1,98 g D. herab. 


Die Diastase setzt den 


Blutzucker 


von 


Dabei 


sinkt der Stickstoffgehalt von 21 g bis auf 5g. Das Befinden des Tieres 
ist jetzt nach 3 Wochen ein ganz vorziigliches, die Wundheilung des- 





gleichen. 
Harn 
Tag Erna&hrung Diastase Blutzucker 
vy D 
29./30. 0 0 63 21 264 
31./1. 0 2+1 28,5 12,1 172 
1./2. 300 g Fleisch 2+1 16.7 6,3 157 
2./3. dasselbe 2+1 10,7 4.1 152 
4. 490 ¢ Fleisch 2+1 15,3 6.9 146 
D. dasselbe 2+1 8.5 5 — 
6. 0 4.6 5.3 157 
7 . 0) 1.98 7,8 147 
8. 200 ¢ Kartoffeln, Reis 0 24,7 8,8 163 
9. dasselbe 2+1 8,2 - 143 
10. 2+1 46 §,2 169 
11. 2+2 6,7 4,0 143 


—6 


und den Harnzucker auf 8 g herabzudriicken. 


Im zweiten 


und 8 g 


Falle hat die Diastase zwar 
111 g auf 22 g heruntergesetzt, aber erst grofen Mengen von Diastase 
gelingt es, den Blutzucker bis auf 167 herunterzubringen 


sofort den Zucker von 


Dabei ist Befinden 


und Wundheilung bei dem Hunde ausgezeichnet. 


31. Marz. 


Operation. 








Tag 


Ot co DO 


Nahrung 
gz 
0 0 
0 ee . 
400g Fleisch 1+2 
500g Fleisch 
+ 100g Fett 1+ 
dasselbe 4 
2 4 
“ 5 
. 6 
Ss 


Diastase 


ecm 


1662 


Harn 
Blutzucker 

gD. zg N 

111 16,1 236 
22 8,1 204 
20,8 5,6 150 
37,2 12,7 173 
21,8 15,1 171 
29,5 25,8 169 
26,6 5.6 177 
13,4 6,6 176 


8,45 2,7 167 
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Diese vorziigliche Wirkung der Diastase auf die Verbesserung des 
Kohlenhydratumsatzes im schwerstdiabetischen Organismus — denn 
ein solcher ist ja der apankreatische Hund, besonders der zweite mit 
seinen 111 g Zucker am ersten Tage bei einem Gewicht von 16 kg 
beziehen wir auf die oben begriindete Ausschaltung der Leber. Sie 
offenbart sich in der Verarbeitung des Zuckers: Herabsetzung des 
Harnzuckers, Herabsetzung des Blutzuckers, und in der starken Ver- 
minderung des N-Umsatzes. Alles dieses fiihren wir auf die Umleitung 
des Zuckers auf den anhepatischen Weg zuriick. 

Welches aber dieser Weg des Kohlenhydratabbaues ist, ist schwer 
zu vermuten. Es kénnte vielleicht der iiber Fett sein — wogegen die 
Unfahigkeit der Diabetiker, Fett zu bilden, sprechen kénnte, wofiir 
aber die relativ leichte Fettbildung nach Insulin herangezogen werden 
dirfte. Es kénnte auch der oxydative Weg iiber Glykonsiure, Zucker- 
siure und Schleimséure sein — fiir alle diese Stufen spricht, daB sie 
vom Diabetiker verarbeitet werden und die Fettleber nicht verhiiten: 
sie haben also zwei Charakteristica des anhepatischen Weges — (wie 
sie beziehentlich des N-Absturzes und der Verhinderung der Aceton- 
bildung stehen, ware zu untersuchen), aber das macht sie nur fiir den 
anhepatischen Weg acceptabel, ohne sie dafiir zu approbieren. 

Es gibt noch unabsehbare Méglichkeiten, wie Umwandlung des 
Traubenzuckers in die verschiedenen Modifikationen, fiir die alle aber 
noch eine Grundlage der Beurteilung gesucht werden muB. 

Nur soviel zeigen unsere bisherigen Untersuchungen: wie gut auf 
dem aglykogenen Wege verwendete Glucose vom diabetischen Orga- 
nismus ausgenutzt wird, und daB die Diastase die Glucose auf diesen 
aglykogenen Weg leitet. 


Experimentelles Material. 


H. 05, 9,5 kg, hungert 5 Tage, erhaélt am 11. und 12. Okt. je 1,9 ¢ 
Phlorrhizin und je 100 g Glucose in die Vena jug. Urin vom 11./12. enthilt 
39,5 g D., Urin vom 12./13. 39,1 g D. Hungert bis 15. Okt., erhailt jetzt 
100 g D. per venam jug. ohne Phlorrhizin. Urin enthilt 15g D. 

H.6 wiegt nach fiinftigigem Hungern am 11. Okt. 10,5 kg, erhalt 
am 11. und 12. Okt. je 115 g Glucose in die Vena jug. Urin vom 11./12. Okt. 
21,5 g D., 12./13. Okt. 23 g D. Dann Hunger bis 15. Okt. U1in zuckerfrei. 
Am 15. Okt. 9,5 kg, 1,9 g Phlorrhizin und 100 g D. per os. Urin vom 15./16. 
enthalt 69g D., 16./17. noch 9,1g D. Sa. 78g D. ausgeschieden. 

Am 18. Okt. 1,7 g Phosphor subkutan und 9,5 g D. per venam jug. Urin 
vom 18./19. 32,7 g D. bis 21./10. noch 3,2 g D. Ausscheidung Sa. 35,9 g. 

H.7 wiegt nach fiinftagigem Hungern am 16. Okt. 6100 ¢, erhalt 
66g D. per venam jug. am 16. Okt. Urin bis 18. Okt. 10,1 g, 18. Okt. 
(5,8 kg) 65g D. per venam jug. und 1,2g Phlorrhizin subkutan. Urin 
16g D. Am 21. Okt. bei normalem Urin Pankreasexstirpation (5,5 kg) 
und 60g D. per venam jug. Urin vom 21./22. 22,4¢ D. 


7 
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H.14 wiegt 8,5kg, erhalt am 1. Nov. 93g D. per venam jug. und 
1,7 g Phlorrhizin. Urin vom 2./3. Nov. 12,7 g D. 

H. 29 erhalt nach siebentigigem Hungern (6kg) 1,3 g Phlorrhizi: 
und 70g D. per venam jug. am 4. Dez. Urin vom 4./6. Dez. 9,98 g D. 

H. 30 wiegt nach siebentaigigem Hungern 4,1 kg. Erhalt am 4. Dez 
0.8 g Phlorrhizin subkutan und 45 g D. per venam jug. Urin vom 4./6. Dez 


12,09 g D. Am 6. Dez. (,8 g Phiorrhizin plus 45g D. per os. Urin vom 


6./7. Dez. 43,62 g D. 


H. 31 erhalt nach fiinftagigem Hungern am 7., 8. 
je 1,0g Phlorrhizin. Am 9. Jan. 55g D. per venam jug. 


Leber 34,9% Fett. 


Glykogen fraglich. 


und 9. Jan. OS 
Am 10. getétet. 





mg Aceton 


Urin vom gN g D. 

7. I. 3,125 157,5 10,57 

8. I. 4,004 139,5 9,96 

9. 1. 0,819 80 15,7 
Infusionstag 


H. 40 wiegt nach fiinftagigem Hungern 10 kg. Erhalt 2,0 g Phlorrhizin 


subkutan am 21. Jan. 08, 22. und 23. Jan. dasselbe. 


Am 23. Jan. 110 ¢ 


D.per venam jug. Am 24. Jan. getétet. Leber 24,18%, Fett. Glykogenfrei. 





Urin vom gN mg Aceton gD. 

22. I. 0,664 ? 1,8 
23. I. 22,54 119 57,96 
24. I. 0,945 5 28 


H. 47 wiegt nach fiinftagigem Hungern 11,6 kg. 


Erhalt am 3., 4. und 


5. Febr. je 2,3 g Phlorrhizin subkutan, am 5. Febr. 125g D. per venam 


jug. Am 5. Febr. abends getétet. 


Leber sehr fett. 


0.5%, Glykogen. 





Urin gzN mg Aceton gD 
Bis 4. IL. 2,9925 10 6,2 
Bis 5. II. 20,045 90,7 45,36 

5. II. 1,427 6,9 41,82 


H. 54 erhalt am 11. April 08 (10 kg) 2 g Phlorrhizin und 105 g Glucose 


per venam mesenter. Urin vom 12. April 32 g D. und 1,38 g N. 


7,85¢ D. und 2,08¢g N. 


13. April 


H.70 erhalt nach fiinftagigem Hungern (5,5 kg) 1,1 g Phlorrhizin am 
10., 11. und 12. Marz, am 12. Marz 60g D. per venam jug. und 1 mg 





Suprarenin. 
Urin vom Menge gN gD. 
11. III. 194 6,191 16,82 
12. Ill 216 5,871 15,96 
13. I. 710 2,699 3,783 
Infusionstag 
14. Il. 525 3,188 481 
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H. 74 erhalt nach fiinftagigem Hungern (7,5 kg) am 17., 18. und 19. Marz 
1,5g Phlorrhizin subkutan, am 19. Marz 80g Glucose per venam jug. 
und 1,5 g Thyreoidin per os. 





Urin yom Menge gN gD. 

18. III. 355 10,189 24.6 

19. II. 330 9,84 27,1 

20. III. 300 2,686 12,1 
Infusionstag 


H. 75 erhalt nach fiinftagigem Hungern (8 kg) am 17., 18. und 19. Marz 
je 1,6g Phlorrhizin, am 19. Marz 88 g Glucose per venam jug., dazu 1,5 g 
Thyreoidin per os. 





Urin vom Menge zN g D. 
18./19. IIL. 198 4,3 11,4 
20. III. 525 1,585 34,8 


H.77 erhalt nach sechstagigem Hungern (8,5kg) am 21., 22., 23., 
24. Marz je 1,7 g Phlorrhizin, am 23 noch 92 g Glucose per venam. jug. plus 
0,3g Trypsin. Am 25. gestorben. 





Urin vom Menge gN gD. 
22. III. 250 4,424 15,5 
23. III. 275 8,017 23,8 
24. III. 385 27 11,3 
Bis 25. III. 96 0,26 0,5 


H.79 erhalt nach sechstagigem Hungern (6,5kg) am 21., 22., 23., 
24., 25., 26. und 27. Marz je 1,3 g Phlorrhizin. Am 23. noch 70g Glucose 
per venam jug. und 2g Liebigschen Fleischextrakt. Am 26. und 27. je 
40g Glycerin per os. 





Urin vom Menge gN g D. 
23. ILI. 298 7,975 12,83 
23. III. 322 9,710 21,4 
24. III. 505 3,66 80,9 
Infusion 

25. Il. 224 0,522 13,5 
26. III. 255 7,97 18,7 
27. III. 710 8,76 13,9 
28. III. 340 1,66 5,1 


Spontan gestorben. 


H. 90 erhalt nach sechstigigem Hungern (6kg) am 5. und 6. Mai 08 
je 60g Glucose per venam jug. (ohne Phlorrhizin). 





Urin vom Menge gN gD 

5./6. V. 215 1,935 12,29 

6./7. V. 750 3.6 15,9 
qT. Vs gestorben 
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H. 92 hungert. 


G. Rosenfeld: 


Am sechsten Hungertage 8. Mai 08. 








Urin vom Menge gz N g D. 
8. V. 210 5,792 
Gefiittert bis 18. V. 
i ¥. 220 1,615 
ao. ¥. 530 3,181 
21. V. 500 3,222 
Jetzt Infusion von 70g D. (ohne Phlorrhizin) per venam jug. 
22. V. 170 0,683 7,84 
23. V. 285 4,7198 0,5 
H.93. Siebenter Hungertag. 
Urin vom Menge gN gD. 
Fe. Vi 170 1,655 
Gefiittert bis 18. V. 
19. V. 630 2,752 
20. V. 570 2,133 
eS 540 2,760 
Infusion von 77g D. per venam jug. (ohne Phlorrhizin). 
22. V. 310 1,558 12,67 
23. V. 150 1,42 0,1 


H. 95 hungert 3 Tage (10,5kg), erhalt vom 12. Mai 08 taglich 2,1 g Phlorrhizin 


bis 16. Mai. 








Urin vom 


12. 
13 
14. 
15. 


16. 
17. 


Ic 8. 


Menge gN gD mg Aceton 
V 150 3,743 7,6 
2 68 1,89 2,8 
£ 470 11,808 35,4 211,5 
" 885 15,15 33,65 

Infusion yon 110g D. per venam jug. 
¥. 870 3,892 46,2 0 
2 470 6,529 12,3 130 

Gefiittert. 


20. Okt. Phlorrhizin, 21. dasselbe, 22. dasselbe + 100g D. per venam 


jug., 23. Phlorrhizin. 





Urin vom 


20./21. X. 
21./22. X. 
22./23. X. 
23./24. X. 


4. XI. 


Sor 


XI. 
8 
11./12. 
12. 
13. 


XI. 
XI. 
XI. 


Menge gN g D. 
370 —? 7,44 18,7 
340 8,04 21,3 

1350 8,82 70,9 
770 9,8 30,6 

90 g D. ohne Phlorrhizin 
910 2,77 20,2 
Phlorrhizin 
390 4,46 18,9 

Phlorrhizin + 85g D. per venam jug. 2 X 
950 1,74 39,7 

1000 1,92 41,8 








Kf 3. 





zin 


am 
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l.d9. 19. und 20. Nov. 2 x Phlorrhizin und 60g D. per venam jug. 





Urin vom Menge gN g D. 
20, XI. 800 2,88 22,4 
21. XI. 1000 4,4 31,3 
le 0. 5. und 6. Jan. 09 2 x Phlorrhizin und 80g D. per venam jug. 
5./6. I. 1350 3,13 19,85 
Of LL 800 4,4 43,3 


le 1. 21. Jan. 09 Phlorrhizin und 95g D. per venam jug. 2 
21./22. I. 950 4.2 30,11 
22./23. I. 1850 11,7 71,7 

Leber 23,3% Fett. 


Ig 8 2 Tage Pblorrhizin und 225g D. (105 bis 120) per os. 

11,75 38 

7,05 47,5 

1 Tag Phlorrizin und 140g D. 

5,02 63 

K 14. 22. Nov. 09 Phlorrhizin und 850g D. per os 1 
820 13,26 60 
24. Nov. Phlorrhizin und 77g D. per venam jug. 


1450 27 87 


Kf 1. 2 x Phlorrhizin, 130 und 120g D. per venam jug. 





Menge gzN gD. 
1780 19,65 125 

Kf 3. 2 x Phiorrhizin und 100g D per venam jug. Leber 21,16°%, Fett. 
1460 5,23 110 


K 64. 2 x Phlorrhizin und 130g D. per venam jug. 
9,57 80 
L 25. 2x Phlorrhizin und 176¢ D. 
2450 6,42 38 


Hi 7 (13kg). 2,6 g Phlorrhizin am 17., 18. Jan.; 20. Jan. 08 2,6 g Phlorrhizin 
und 140g D. und 6g Fleischextrakt; 20. Jan. 2,6 g Phlorrhizin. 





gzN gD Aceton 
Phlorrhizin 18 7.5 12,4 Zufuhr 0 
° gt ee gi 12.9 23,4 z 0 
20 u. 140¢ D. 9.8 62.4 0 "140g Dz 
, A eee ee 10,1 17,7 9,5 ” 0 








Wichtige methodische Einzelheiten 
bei Blutgerinnungsuntersuchungen sowie eine Isolierungs- 
methodik des physiologischen gerinnungshemmenden Faktors 
(Antiprothrombin) aus Blut und Gewebe. 


Von 
Hans J. Fuchs. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie der Tierarztlichen Hochschule Berlin.) 
(Eingegangen am 26. April 1930.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Viele Widerspriiche in den Ergebnissen der Blutgerinnungs- 
forschung sind durch methodische Fehler begriindet, die unwissentlich 
begangen wurden: teils, weil ihr EinfluB auf die spaiteren Ergebnisse 
noch unerkannt war und infolgedessen gar nicht im Gesichtskreis des 
Experimentators stehen konnte, teils, weil sie zwar schon von anderen 
Forschern beriicksichtigt worden, aber wieder der Vergessenheit anheim- 
gefallen waren. 

Fir ,,grobe‘‘ Untersuchungen, bei denen a priori extreme Diffe- 
renzen der einzelnen Versuchsergebnisse zum Vorschein kommen 
miissen, reicht wohl eine wenig exakte Methodik noch aus. Damit 
aber Schliisse auf feine Unterschiede zu ziehen, ist ein verfehltes Be- 
ginnen. Je besser die Technik, desto klarer das Ergebnis! Und desto 
naher riickt die Méglichkeit, tiefer in das Problem der Blutgerinnung 
einzudringen, bei dem noch dazu bekanntermaBen physikalische 
Faktoren eine sehr wichtige Rolle spielen. Da es sich besonders darum 
handelt, in vitro mit einer Blutfliissigkeit zu experimentieren, die der 
,lebenden‘‘ méglichst gleichsteht, muB man alle Verinderungsméglich- 
keiten des — wie man an den Versuchen selbst erkennen kann — un- 
glaublich empfindlichen und daher sehr leicht tiefgreifend verandernden 
Blutes weitgehendst auszuschalten versuchen. 

Schon die Wahl der zur Untersuchung verwendeten Tierart ist 
von Wichtigkeit. Am besten eignet sich fiir ,,Durchschnittsversuche™ 
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das Kaninchen. Dieses steht zwischen dem Meerschweinchen, welches 
besonders empfindlich gegen gerinnungsbeschleunigende Einfliisse der 
verschiedensten Art (intravendse Injektion von Phosphatidcytozym, 
Bakterien, Salzl6sungen, destilliertem Wasser, kolloidalen Auf- 
schwemmungen usw.) ist und ihnen sehr rasch erliegt, und dem Hund, 
der eines der refraktaérsten Tiere gegeniiber derartigen Einfliissen 
ist, da er tiber ein groBes Abwehrvermégen verfiigt. Unter den 
Végeln nehmen Ganse dieselbe Stellung ein wie der Hund, da sie 
ebenfalls iiber ein groBes Antiprothrombindepot verfiigen, wahrend 
die meisten Hiihnerarten weniger widerstandsfahig sind. Die Végel 
unterscheiden sich insgesamt von den Saugetieren durch die bedeutend 
héhere Stabilitat der Thrombozyten ihres Blutes, so da} man mit allen 
technischen Kautelen klares Vogelplasma gewinnen kann, welches 
ohne jegliche chemische oder physikalische Beeinflussung tagelang 
ungeronnen im Reagenzglas bleibt, wihrend das der Saugetiere durch- 
schnittlich bereits nach einigen Stunden spontan zu gerinnen beginnt. 
Weibe Tiere (Albinos) unterscheiden sich von pigmentierten ebenfalls 
durch deutlich verlangerte Blutgerinnungszeiten. 

Die Blutentnahme zu Versuchszwecken erfordert neben der im 
Folgenden dargestellten, erprobten Technik besondere Sorgfalt. Das 
Tier darf wenigstens 12 Stunden vorher nicht gefressen haben, da kurz 
nach der Mahlzeit eine deutliche Verringerung der Blutgerinnungszeit 
einsetzt, welche dann von einer Verlaingerung derselben abgelést wird, 
um oszillierend langsam wieder zur Norm zuriickzukehren. Jegliche 
Narkose ist unbedingt zu vermeiden, da sie ebenfalls die normalen 
Verhaltnisse verindert. Diese bedauerliche Tatsache soll durch méglichst 
rasche, saubere und vor allem schonende Operationstechnik kom- 
pensiert werden, zumal auBerdem eine langdauernde und das Tier in 
starke Erregung versetzende Behandlung ebenfalls anormale Blut- 
gerinnungsverhiltnisse mit sich bringt. Das Tier soll deshalb in méglichst 
schmerzloser Weise zur Operation vorbereitet werden, wozu man 
einen sehr einfachen Operationstisch (1) benutzt, der auf das unndétige 
Zusammenpressen der Kiefer und das iibelwirkende Abschniiren von 
BlutgefaBen weitgehendst Riicksicht nimmt. Erst wenn das Tier sich 
beruhigt hat, beginnt die Operation, nachdem bereits vorher kurz 
nach dem Fixieren auf dem Operationstisch mechanisch mittels 
Schere und Rasierapparat (nicht durch chemische, reizende Enthaarungs- 
mittel!) die Haut an der Operationsstelle freigelegt worden ist. 

Beim Kaninchen oder Meerschweinchen wird die Arteria carotis 
freigelegt: nach Durchtrennen der mittels Pinzette hochgehobenen 
Haut am Halse parallel zur Luftréhre werden die darunterliegenden 
Fascien in gleicher Richtung durchschnitten, wobei die mit Knopf 
versehene Scherenschneide vorher gleitend daruntergeschoben wird, 
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um sich davon zu tiberzeugen, dab der darauf erfolgende Schnitt kein 
BlutgefaB (auch ganz feine Kapillaren sind darin einbegriffen!) be- 
schidigt. Nach vollstandiger Freilegung der Luftréhre wird sanft die 
seitlich unten liegende Arterie, die am Pulsieren zu erkennen ist, hoch- 
gehoben, wobei sie nicht etwa mit der Pinzette, sondern einem stumpfen 
Haken erfaBt wird. Sie wird zart von den parallel laufenden Nerven 
(Vagus) und anhaingenden Gewebsfetzen befreit. Diese fiir das Tier 
sehr schmerzhafte Operation erfordert besondere Sorgfalt. Sodann 
wird das nackte GefaB auf etwa 4cm Lange distal und proximal ab- 
geklemmt, wozu am besten kleine Klemmpinzetten verwendet werden, 
tiber deren Enden man diinnen Gummischlauch gezogen hat. Jegliche 
Ligaturart, die zu einer Verletzung der GefaiBintima fiihren kann, wie 
diinne Faden, iiberaus fest zusammengepreBte Metallklemmen nach 
Kocher oder Péan, sind unbedingt zu verwerfen. Sofort danach wird 
das straff mit Blut gefiillte GefaB nahe der distalen Anklemmung mit 
scharfer Schere quer zur GefaBlingsachse leicht angeschlagen, mit 
dem Scherenriicken der darin verbliebene Blutfliissigkeitsrest aus- 
gestrichen und mittels mit stumpfer Nadel versehener Spritze fliissiges 
Paraffin (Nujol) hineingebracht. Diese Ausspiilung des leeren Gefab- 
lumens mit indifferenter Fliissigkeit sorgt fiir Entfernung etwaiger 
Gewebssaft- oder Thrombinspuren. Das Paraffin soll dabei ungefahr 
kérperwarm sein. Die Glaskaniile, die man nun sanft in das Gefal 
einfiihrt, stellt man sich bequem selbst her. Die schrage Spitze wird 
auf einem Schleifstein passend zugeschliffen und ihre scharfen Kanten 
in der Sparflamme eines Bunsenbrenners sorgfaltig abgerundet. Sie 
wird vor Gebrauch innen und an beiden Enden auBen mit festem Paraffin 
iiberzogen. Dieses wird in einem GlasgefaB auf dem Wasserbad bei 
etwa 70°C verfliissigt, um Zersetzungen zu vermeiden, und so zum 
Auskleiden von GlasgefaBen, Kaniilen und Pipetten verwendet. In 
letzteren saugt man es mittels eines daran befestigten Stiickes Gummi- 
schlauch hoch und laéBt es wieder ausflieBen, wobei man die an den 
verengten Stellen haftenden, das Lumen erfiillenden Mengen kraftig 
abschleudert. Nach Erstarren des inneren Mantels taucht man die 
Enden rasch in das fliissige Paraffin und schleudert sofort ab. Gefabe 
wie z. B. Zentrifugenglaser fillt man etwa dreiviertel mit fliissigem 
Paraffin an und gieBt sie unter Drehung zur Liangsachse rasch aus, 
so daB ihre gesamte Innenflache mit einem Paraffiniiberzug versehen 
wird; durch Eintauchen der Offnung in die Fliissigkeit iiberzieht man 
auch den auBeren Offnungsrand damit. Bei allen Versuchen, auch 
bei der Gewinnung von Plasmen, die durch Bindung der Calciumionen 
fliissig gehalten werden sollen, verwendet man am besten ebenfalls 
paraffinierte GefiBe. Denn es besteht sonst die Méglichkeit, da& Spuren 
des aus der paraffinierten Kaniile austretenden Blutes beim Herab- 
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laufen an der nackten Glaswand des AuffanggefiBes daran hangen 
bleiben und Thrombin entwickeln, welches in das endlich erhaltene 
Oxalatplasma gelangt, so daB dieses unter Umstianden doch noch, trotz 
vollstandiger Entkalkung, nach langerer Zeit teilweise spontan zu ge- 
rinnen beginnt. 


Beim Huhn gewinnt man die Blutfliissigkeit aus der Fliigelvene. 
Man legt das Tier auf dem gleichen Operationstisch fest, unterlegt den 
Fliigel, dem man Blut entnehmen will, mit einem Tuchkniuel, um die 
Operationsstelle zu erhdhen, schneidet die Federn direkt iiber der 
Haut ab (AbreiBen derselben ist schidlich!) und legt das deutlich sicht- 
bare GefiB analog der friiheren Beschreibung frei. Die weiteren 
Manipulationen bleiben bei allen Operationen die gleichen. 


Zur Entkalkung verwendet man am besten 2 %ige Natriumoxalat- 
lésung in 0,85°,, NaCl, von der ein Zwanzigstel der aufzufangenden 
Blutmenge in das vorher mit entsprechender Ringmarke; versehene 
paraffinierte ZentrifugengefaB gebracht wird. Das dabei entstehende 
1°/9ige Oxalatblut ist nicht unnétig verdiinnt, da sonst ebenfalls 
anormale Gerinnungsverhiltnisse auftreten (maBig verdiinntes Blut 
gerinnt rascher als unverdiinntes!). Die 2°,ige Oxalatlésung ist einer 
20°,igen Natriumcitratlésung fiir Gerinnungsversuche meist  vor- 
zuziehen, da bei letzterer das Citrat stets bei den anschlieBenden Ver- 
suchen in der Blutfliissigkeit bleibt. Das erwihnte Oxalatquantum 
iibertrifft das theoretisch zur vollstandigen Entkalkung notwendige 
erheblich. Der Grund hierfiir ist, daB die totale Entkalkung nicht 
augenblicklich erfolgt, sondern — fast parallel zur zugesetzten Oxalat- 
menge —- mehr oder weniger lange Zeit beansprucht. Die Menge von 
1°/49 Oxalat erfiillt ihren Zweck in verhailtnismaBig kurzer Zeit. Da 
gleichfalls die Verwendung des paraffinierten GefiBes die Thrombin- 
bildung stark verzégert, geniigen die erwihnten Bedingungen, um ein 
1°/,9iges Oxalatplasma ohne Thrombingehalt zu gewinnen. * Man sieht 
hier also, dafB die Verwendung paraffinierter GefiBe groBe Sicher- 
heit gibt. 


Die in die Carotis zart eingefiihrte Kaniile wird mit einer mit 
weichem Gummi belegten Kocherklemme (2) festgehalten: auch hier 
ist das Fixieren mittels Fadens schadlich, da die Intima verletzt werden 
kann, und unbequem. Die nach Offnen der proximalen Federklammer 
austretenden ersten Bluttropfen werden verworfen, der Rest in ge- 
wiinschter Menge in dem paraffinierten GefiB aufgefangen. Enthalt 
dieses kalkbindende Fliissigkeit, so ist es vorher mit einer fiir das Blut- 
quantum in Betracht kommenden Marke zu versehen und wird wahrend 
des Einlaufens des Blutes dauernd in sanfter Bewegung gehalten, 


um das Blut mit der Oxalatlésung rasch homogen zu mischen. 
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Will man Plasma ohne jeglichen Zusatz gewinnen, so sind noch 
einige andere VorsichtsmaBregeln zu beachten. Wie Abb. | zeigt, wird 
die Kaniile durch einen Gummistopfen gefiihrt, so daB ihr weites Ende 
fast den Boden des paraffinierten Zentrifugenglases beriihrt, in das der 
Gummistopfen paBt, und nachher innen und auBen samt dem Pfropfen 
volistandig mit Paraffin bekleidet. Die zweite Bohrung des Gummi- 
stopfens wird mit einem kurzen Stiick massiven Glasstabes verschlossen, 
nachdem in das Zentrifugenglas etwa ein Viertel hoch fliissiges Paraffin 
eingefiillt worden war und das ganze in Schnee oder kleingeschlagenem 
Eis auf etwa 5° C abgekiihit ist. Nach Freilegung der Arterie und Aus- 
waschen derselben mit fliissigem Paraffin, wie vorher beschrieben, 

nimmt man das GefiB aus der Kaltemischung in die 


Kaniile warme Hand; nach einigen Sekunden dehnt sich die 
Massie ‘ ” m= et os 
Gasso 1 aft im Gefa® aus und drickt das fliissige Paraffin in 

§ Y die Kaniile, aus deren Ende es langsam austritt, wozu 


auBerdem noch die Wairme der Hand, die das Gefaib 
| foroff umschlieBt, beitragt. So wird die Kaniile in der Arterie 














“qu fixiert, darauf die proximale Klemme gedffnet und der 
kurze Glasstab aus dem Gummistopfen herausgenommen. 

AF : Das Blut treibt das in der Kaniile befindliche fliissige 
EE Paraffin vor sich her und tritt unter dem fliissigen 
Abb. 1. Paraffin im Zentrifugenglas aus der Kaniile aus. Auf 


diese Weise wird erstens die Beriithrung des Blutes mit 
Luft vermieden, zweitens die kérperwarme Fliissigkeit sofort stark 
abgekiihlt, da das Paraffin die ihm vorher erteilte Kalte an das 
Blut abgibt. Nach Auffangen der gewiinschten Blutmenge klemmt 
man wiederum proximal leicht ab, zieht den Gummistopfen samt 
Kanile aus dem GlasgefiB und entfernt erst dann die Kaniile aus 
der Arterie. Das Zentrifugenglas wird sodann nochmals auf etwa 
15 Minuten in das EisgeféB gestellt, um dann mittels einer sehr 
schnell laufenden Zentrifuge von seinen festen Elementen  voll- 
kommen befreit zu werden. Besonders muB dabei auf die sich nur 
sehr schwer niederschlagenden Blutplattchen des Saugetierblutes 
geachtet werden; lieber zu lange als zu kurze Zeit zentrifugieren! 
Das klare Plasma wird mittels paraffinierter Pipette abgehoben. 
Dabei fiihrt man zuerst die Spitze in die itiber dem Plasma liegende 
Paraffinschicht, saugt ein wenig hoch, fiihrt die Spitze in das 
Plasma, saugt von diesem das gewiinschte Quantum hoch, geht 
wieder in die Paraffinschicht und nimmt ein wenig davon auf; das 
Plasma ruht nun zwischen zwei Paraffinschichten und wird sodann in 
ein anderes paraffiniertes, ein wenig fliissiges Paraffin enthaltendes 
Zentrifugenglas gebracht, ohne das es irgendwie mit Luft in Beriihrung 
kommen konnte. 
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Derart gewonnenes Plasma steht dem nativen am allernachsten, 
wenn es auch nicht vollstaéndig mit ihm iibereinstimmt. Alle weiteren 
Versuche damit werden am besten in analoger Weise in paraffinierten 
Glasern und mit paraffinierten Pipetten unter LuftabschluB ausgefiihrt. 

Die Isolierung des Prothrombins, welche urspriinglich von Bordet 
mittels kolloidalen Tricalciumphosphats ausgefiihrt wurde, ist mit 
kolloidalem Magnesiumhydroxyd noch besser méglich. Die Adsorptions- 
tendenz des Prothrombins zu beiden Kolloiden ist zwar ohne besonderen 
Unterschied, aber die Freisetzung der adsorbierten Substanz geschieht 
beim Magnesiumsalz viel leichter und rascher, und auBerdem schlieBt 
man dabei das Vorhandensein léslicher Kalksalze, die bei den nach- 
folgenden Gerinnungsversuchen zu Ungenauigkeiten fiihren kénnen, 
von vornherein aus; die Magnesiumionen kénnen die Kalksalze bei 
der Thrombinbildung nicht ersetzen. 

Zur Herstellung der kolloidalen Magnesiumhydroxydsuspension 
bereitet man sich eine 20 °,,ige Magnesiumchloridlésung in destilliertem, 
kalkfreiem Wasser, der man unter dauerndem Rihren mit einem Glas- 
stab tropfenweise 50°,ige Ammoniumhydroxydlésung zusetzt. Es 
entsteht dabei eine milchige Triibung, die bald ein Ende erreicht. 
Dieses erkennt man am besten daran, dab nach einigen Minuten 
Wartens und erfolgter Sedimentierung des Kolloids bei weiterer 
vorsichtiger Zugabe des Alkalis in der klaren Zone keine Triibung 
mehr erfolgt. Darauf wird die Suspension unter jedesmaligem starken 
Schiitteln bis zur homogenen Verteilung auf der Zentrifuge so lange 
gewaschen, bis die AbguBfliissigkeit mit Nesslers Reagens keine Gelb- 
farbung mehr aufweist, also ammoniakfrei geworden ist. Der letzte 
Niederschlag wird wieder mit einer gréBeren Menge destillierten Wassers 
homogen aufgeschiittelt und in einen Scheidetrichter mit ein- 
geschliffenem Stopfen und mit weiter Durchbohrung versehenem 
AbfluBhahn gebracht. In diesem GefaB setzt sich allmahlich die 
Suspension zu Boden und kann durch vorsichtiges Offnen des AbfluB- 
hahnes in dicker, sahniger Form leicht gewonnen werden. Sie halt 
sich so monatelang gleichmaBig gebrauchsfertig! Es geniigt, 1 cem 
der dicken Suspension zu 10 ccm Plasma zuzusetzen, um die Fliissig- 
keit sicher prothrombinfrei zu machen, so da sowohl ihre spontane 
Gerinnungsfahigkeit wie auch ihre gesamte Komplementwirkung 
gegeniiber sehr stark sensibilisierten Blutkérperchen vollstandig auf- 
gehoben ist. Will man nur prothrombinfreies Plasma ohne jeglichen 
Zusatz haben, so fangt man das Blut des Versuchstieres aus der paraffi- 
nierten Kaniile wie vorher angegeben —- direkt im paraffinierten 
Zentrifugenglas auf, welches ein Zehntel der gesamten darin zu sammeln- 
den Blutmenge an dicker Kolloidsuspension enthalt, wobei dauernd 
geschwenkt wird, um fiir schnelle und griindliche Durchmischung zu 
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sorgen. Nach 15 Minuten Aufenthalt des Zentrifugenglases im Wasserbad 
von 37° C unter éfterem Schiitteln in dieser Zeit wird scharf abzentri- 
fugiert und das iiberstehende klare Plasma dekantiert. Das Blut war 
bisher nicht geronnen, wenn die Adsorption sachgemaB ausgefiihrt 
worden war, und das daraus erhaltene Plasma gerinnt ebenfalls nicht 
mehr spontan. Es kann ausgezeichnet als ,,physiologische, kalkhaltige 
Fibrinogenlésung zu Versuchszwecken verwendet werden, welche 
auf Zusatz von Prothrombin oder Thrombin prompt gerinnt. 
Benétigt man die Prothrombinlésung, so verwendet man als 
Ausgangsmaterial klares, 1°/,,iges Oxalatplasma, welches man im Ver- 
haltnis 1:10 mit dicker Mg(OH),-Suspension — wie eben fiir Blut 
angegeben — behandelt. Der Niederschlag wird auf 
REY Glaswole Aer Zentrifuge mit destilliertem Wasser so lange ge- 
waschen, bis die AbguBfliissigkeit eiweiBfrei ist (nega- 
tive Heller- und Biuretprobe) und dann mit der 
doppelten Menge des Plasmavolumens an destilliertem 
Wasser homogen geschiittelt. Die zur Zerlegung des 
Kolloids geeignete Apparatur besteht aus einem grob- 
porigen Filter aus Jenaer Gerateglas (G 2), in dessen 
obere Offnung ein etwa zweimal so langes, ebenso 
weites Gilasrohr eingeschliffen ist. Dieses tragt im 
oberen Drittel drei nach innen hervorragende Vor- 
sprunge, welche dazu dienen, den vor Gebrauch des 
Apparats hineingebrachten Bausch von starker, starrer 
Glaswolle festzuhalten. Das so armierte Glasfilter 
(Abb. 2) sitzt mit Gummistopfen im Hals einer Saug- 
Abb. 2. flasche, die ein hineinpassendes AuffanggefaB fiir die 
Prothrombinlésung enthalt, in welches der Glasfilter- 
stutzen hineinragt. An den Saugstutzen der Flasche wird mittels 
Druckschlauches die Kohlensiurebombe, die mit Reduzierventil ver- 
sehen ist, angeschlossen. Zunachst wird ein Kohlenséurestrom mit 
maBigem Druck durch die Filterplatte durchgeblasen, die homogene, 
das Prothrombin adsorbiert enthaltende, gewaschene Magnesium- 
hydroxydsuspension hineingeschiittet und sofort das mit Glaswolle 
versehene Glasrohr darauf gesetzt. Das Gas durchperlt nun, an vielen 
Stellen die Filterplatte durchdringend, die Fliissigkeit von unten her 
in lebhaftem Strome, der mittels des Reduzierventils auf méabBige 
seschwindigkeit eingestellt wird. Die vorher nicht schiumende Sus- 
pension beginnt bald sehr stark zu schiumen und hochzusteigen, ein 
Zeichen dafiir, daB8 das Prothrombin freigesetzt zu werden beginnt. 
Die Glaswolle vermindert aber das Uberlaufen des GefaiBes vollkommen: 
die Blasen werden durch die starren und spitzen Faden zerstochen, 
so daB keine Fliissigkeit verlorengehen kann. Sie kann auch das Filter 
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nicht passieren, da die Kohlensaure in den Filterporen dagegen driickt. 
Sehr bald beginnt sie sich aufzuhellen und ist in etwa 20 Minuten 
wasserklar. Dann wird der Druckschlauch vom Saugstutzen entfernt, 
worauf die Flissigkeit durch das nunmehr freie Filter in das darunter- 
liegende GefaB lauft. Glaswolle wie Filter werden mit wenig destilliertem 
Wasser in den Apparat hinein abgespilt. Geringe Partikel werden 
vom Filter zuriickgehalten. 

Diese Methodik iibertrifft alle bisherigen weitaus an Bequemlich- 
keit und Genauigkeit; das Schaumen der Fliissigkeit hatte stets zu 
Verlusten gefiihrt, bis nach vielen vergeblichen Versuchen die Glas- 
wolle als Schutz dagegen gefunden wurde. Diese hat sich, wie spater 
dargelegt werden wird, auch bei der Vakuumdestillation stark 
schaumender Fliissigkeiten ausgezeichnet bewahrt. Die Umsetzung 
des Magnesiumhydroxyds zu Magnesiumbicarbonat erfolgt bei Be- 
nutzung der Filterplatte viel rascher als bei Durchperlung mittels 
Kapillare. 

Die klare Fitissigkeit wird dann in eine groBe Dialysierhiilse von 
Schleicher und Schill gebracht, die vorher auf Undurchlassigkeit fiir 
HiihnereiweiB und auf Durchlassigkeit fiir Pepton- Witte geeicht worden 
ist. Die geeichten Hiilsen kénnen sehr lange in Chloroformwasser 
aufbewahrt werden, ohne ihre Eigenschaften zu veraindern, und werden 
vor Gebrauch sehr sorgfaltig durch Auswaschen vom Chloroform befreit. 
Nach etwa sechsstiindiger Dialyse im Schnelldialysator (3) gegen 
flieBendes, destilliertes Wasser und negativem Ausfall der Magnesium- 
ammoniumphosphatprobe (anreiben!) ist die Prothrombinlésung ge- 
brauchsfertig. Sie halt sich in destilliertem Wasser, kiihl und im Dunkeln 
aufbewahrt, etwa 5 Tage wirksam. Kurz vor Gebrauch wird sie mit 
trockenem Kochsalz auf 0,85°,, NaCl gebracht. Bei quantitativem 
Arbeiten berechnet man ihr Gesamtvolumen zu der Menge des zur 
Gewinnung verwendeten Plasmas oder fiillt dementsprechend auf. 


Die Prothrombinlésung darf weder spontan gerinnen, noch 
Spuren von Fibrin in Form von Faden zeigen, noch — zu kalk- und 
prothrombinfreiem Plasma zugesetzt in diesem Gerinnung hervor- 
rufen. Dagegen muB sie bei Zugabe zu kalkhaltigem, prothrombin- 
freiem Plasma Koagulation hervorrufen, die durch Zugabe von einigen 
Tropfen Cytozymphosphatid in physiologischer Kochsalzlésung noch 
beschleunigt wird. Wahrend kalk- und prothrombinfreies Plasma stark 
sensibilisierte Blutkérperchen nicht zur Haimolyse bringt, muB nach- 
triglicher Zusatz der Prothrombinlésung die Blutkérperchen auflésen, 
wahrend die Prothrombinlésung allein sie nicht tangiert. 


Die Cytozymherstellung benétigt als Ausgangsmaterial ganz frische 
Herzmuskulatur vom Kalb, Rind, Pferd oder Kaninchen und anderen. 
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Diese wird, von Bindegewebe und Sehnen méglichst befreit, mit dem 
Fleischwolf zerkleinert und mit der fiinffachen Menge Aceton nach 
kraftigem Schiitteln im Kisschrank aufbewahrt. Das Aceton wird 
ofter geschiittelt, dreimal im Abstand von je 2 Tagen gewechselt und 
jedesmal griindlich abgegossen. Beim letzten Male wird der Riickstand 
auf einem Filter ausgebreitet und halbtrocken gemacht, darauf mit 
dem dreifachen Volumen 96°%,igen Alkohols 1 Woche unter taglich 
mehrmaligem Aufschiitteln im Eisschrank gehalten und danach die 
gelbliche Flissigkeit abfiltriert. Diese hochwirksame Cytozymlésung 
wird kurz vor Gebrauch auf dem Wasserbad im Vakuum vorsichtig 
eingedampft und mit der gleichen Menge physiologischer Kochsalz- 
lésung aufgenommen; kraftiges Schiitteln mit Glasperlen sorgt fiir 
homogene Verteilung. Um die Cytozymlésung eiweifBfrei zu erhalten, 
verdampft man ein abgemessenes Volumen der alkoholischen Lésung 
auf dem Wasserbad im Vakuum und nimmt den gelben, zahen Riick- 
stand in Chloroform auf, schiittelt mit Glasperlen griindlich, bis sich 
der Riickstand am Boden des GefaiBes gelést hat, und zentrifugiert 
wasserklar. Nach Dekantieren von geringem Bodensatz wird wiederum 
im Vakuum das Chloroform abdestilliert und der Riickstand in 96 °, igem 
Alkohol gelést; die Auflésung ist dabei vollstandig, die Fliissigkeit ist 
nunmehr vollkommen eiweiBfrei und ebenfalls hochwirksam, wenn 
darauf geachtet wurde, daB das beim Eindampfen verwendete Vakuum 
nicht zu niedrig und daher die Verdampfungstemperatur nicht zu hoch 
war; die wirksame Substanz muB méglichst schonend behandelt werden. 
Sie halt sich, in Alkohol gelést und im Dunkeln kiihl aufbewahrt, 
monatelang, ohne an Wirksamkeit einzubiiBen. 

Die im folgenden angegebene Darstellungsmethode des Anti- 
prothrombins ist ebenfalls wenig kompliziert und erméglicht zum ersten 
Male die quantitative Isolierung dieses Stoffes aus Blut und Gewebe. 
Die Darstellung des Heparins aus Leber ist zwar von Howell (4) schon 
weitgehend verbessert worden, aber die Isolierung dieser Substanz 
aus dem Blute ist diesem Autor bisher noch nicht gelungen; ein Grund, 
warum er anfainglich ihr vermehrtes Vorkommen im Blute des Hamo- 
philen oder erfolgreich peptonisierten Hundes anzweifelte, trotzdem 
die biologischen Untersuchungsmethoden dafiir sprachen. 

Die sorgfaltigen Untersuchungen von Barrat (5) hatten ergeben, 
daB die gerinnungshemmende Substanz, die — isoliert in wasseriger 
Lésung — kurzes Aufkochen schadlos vertrigt, aber im Plasma bei 
halbstiindigem Erwarmen auf 65 bis 70°C vollkommen zerstért wird, 
beim starken Verdiinnen des Plasmas mit destilliertem Wasser hohere 
Temperaturen fiir langere Zeit unbeschadet vertragt. Wahrscheinlich 
findet bei starker Herabsetzung des Salzgehalts eine Art von Dissoziation 
des Komplexes, in dem sich das wirksame Antiprothrombin im Plasma 














befix 
Plas 


ohne 
klar 
Oxal 
des 
Zusa 


fuge 
zum 
zWel 
misc 
hom 


der 
abki 
Ges: 
wirc 
dies 
Jen: 
den 
schl 
fein 
Gur 
sie 
Dar 
rohi 
zur 
geht 
stell 








ti- 
en 


be. 
on 
nz 


10- 
“mM 


re 
ch 
on 








Blutgerinnungsuntersuchungen usw. 479 


befindet, statt, so daB das Antiprothrombin im stark verdiinnten 
Plasma sich einer Heparinlésung in Wasser annahert. 


Als Ausgangsmaterial verwendet man Plasma, welches entweder 
ohne jeglichen Zusatz durch sorgfailtige Entnahme und Behandlung 
klar zentrifugiert werden konnte, ohne zu gerinnen, oder 1°/ ,iges 
Oxalatplasma. Bei Verarbeitung von Hamophilenplasma oder solchem 
des erfolgreich peptonisierten Hundes sind gerinnungshemmende 
Zusitze a priori iiberfliissig. 


Schon wahrend des Klarzentrifugierens auf schnellaufender Zentri- 
fuge erhitzt man einen Kolben mit 450 ccm destillierten Wassers bis 
zum Sieden und halt ihn auf 100°C. AuBerdem bringt man in ein 
zweites GefiB 45 ccm kalten destillierten Wassers. Mit letzterem 
mischt man 5ccem des klarzentrifugierten Plasmas und schiittet das 
homogene Gemisch in das siedende Wasser, welches man sofort von 
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Abb. 3 


der Flamme entfernt und unter der Wasserleitung auf etwa 60° C rasch 
abkiihlt. Bei dieser Prozedur fallt nichts aus dem Plasma aus. Die 
Gesamtfliissigkeit weist nur eine ganz geringe Opaleszenz auf. Sie 
wird nunmehr im Vakuum bis auf etwa 20 ccm eingedampft. Die zu 
diesem Zwecke erbaute Apparatur zeigt Abb. 3. Der Rundkolben aus 
Jenaer Gerateglas ist mit einem Gummistopfen verschlossen, durch 
den ein oben mit Gummischlauch und Schraubquetschhahn — ver- 
schlossenes Glasrohr fiihrt. Dieses ist erst unterhalb des Halses zur 
feinen Kapillare ausgezogen; ein Thermometer ist an ihm mittels 
Gummischlinge befestigt, und beide zusammen sind in der Mitte des 
sie einschlieBenden Kolbenhalses mit starker Glaswolle umwickelt. 
Dariiber befindet sich seitlich vom Kolben ein angeschmolzenes Glas- 
rohr, welches von einem kleinen Wasserkiihler umgeben ist und in den 
zur gut ziehenden Wasserstrahlpumpe fiihrenden Druckschlauch tiber- 
geht. Der Kolben wird in ein Wasserbad gehingt, welches nach Her- 
stellung des Vakuums zum Sieden gebracht wird. Das Vakuum wird 
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mittels des Schraubquetschhahnes so reguliert, daB die Temperatur 
der im Kolben befindlichen Fliissigkeit durch rasches Verdampfen 
auf héchstens 60° gehalten wird. Die Fliissigkeit beginnt sehr bald 
zu sieden und sehr stark zu schaéumen, wobei aber die Glaswolle ein 
Ubergehen des Schaumes in das Kiihlrohr vollkommen verhindert. 
Infolgedessen kann die Verdampfungsgeschwindigkeit sehr hoch ge- 
halten werden, ohne da man dabei dauernd die Destillation zu be- 
aufsichtigen hat. Nach Erreichung einer geniigenden Verdampfung 
unterbricht man die Destillation, schiittet den Kolbeninhalt in eine 
geeichte Dialysierhiilse von Schleicher und Schiill, wascht Kolben und 
Glaswolle mit einer geringen Menge destillierten Wassers sorgfaltig 
nach und vereinigt die Spiilfliissigkeit mit dem Hiilseninhalt, den man 
sodann im Schnelldialysator etwa 6 Stunden gegen flieBendes destil- 
liertes Wasser salzfrei macht. Darauf wird der Hiilseninhalt in einer 
Schale auf dem siedenden Wasserbad bis zur Trockne eingedampft. 
Der Riickstand in der Schale ist eine griinliche, klare, spréde Masse, 
die im Morser zerkleinert und mit etwa je 20 ccm destillierten Wassers 
auf der Schiittelmaschine in einem kleinen Kolben griindlich extrahiert 
wird. Die Extraktion muB bis zur mutmaBlichen Erschépfung  gefiihrt 
werden, wenn man quantitativ arbeiten will; dann reichen aber sechs 
Extraktionen von je einer halben Stunde im Schiittelapparat unter 
Benutzung eines starkwandigen GefiBes und einiger Glasperlen aus. 
Die vereinigten Extrakte werden auf dem Wasserbad wiederum zur 
Trockne eingedampft, wozu man am besten die bereits zuerst ver- 
wendete Schale benutzt, der geringfiigige Riickstand wiederum griindlich 
extrahiert und eingedampft, und diese Behandlung wird so lange fort- 
gesetzt, bis sich der letzte Riickstand vollkommen lést. Er ist eine 
braunliche, amorphe, in kleinen Schuppen an der Schalenwand haftende 
Substanz, die eine gelbliche, klare Lésung gibt. 

Sie entspricht nicht nur in ihrem Aussehen, sondern auch in ihren 
simtlichen Eigenschaften denen von Howells Heparin. Sie wirkt blut- 
gerinnungsverhindernd, wenn man frisches Blut unter Vermeidung 
des Zutritts von Gewebssaft im paraffinierten Reagenzglas mit einer 
sehr geringen Menge von ihr mischt; das Blut wird durch Zusatz von 
Cytozym oder Durchperlung mit Kohlenséure prompt zur Gerinnung 
gebracht, wenn die Menge der zugesetzten Substanz in maBigen Grenzen 
gehalten wurde. Sie wirkt antikomplementar, d.h. das durch sie un- 
gerinnbar gewordene Plasma hamolysiert maBig sensibilisierte Blut- 
kérperchen nicht, stark sensibilisierte dagegen doch. Sie wirkt in 
gréBeren Mengen nicht nur sehr stark antiprothrombisch, sondern 
auch in méBigem Mae antithrombisch. Sie gibt ferner die fiir Heparin 
charakteristische Naphthoresorcinprobe fiir Glykuronséure nach aus- 
reichender Hydrolyse. 
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Im Blute eines Hundes, der 24 Stunden gehungert hatte, ist un- 
gefahr ein Zwanzigstel der Menge an Antiprothrombin nachzuweisen 
wie im spontan ungerinnbaren Blute des gleichen Tieres nach erfolgter 
Peptonisierung. 

Zwecks Herstellung der Substanz aus Gewebe trocknet man 
dieses méglichst frisch nach der Gewinnung im Vakuumexsikkator 
iiber P,O; im Eisschrank, pulverisiert die trockene Substanz und 


extrahiert sie — in gewogener Menge mit dem 20fachen Volumen sehr 
schwach mit Ammoniak gegen Lackmuspapier alkalischer 1 °,iger 
Kochsalzlésung vermischt im Schittelapparat mit zweimal je der 


halben Menge Extraktionsfliissigkeit und verdiinnt schlieBlich auf 
die gleiche Weise, wie vorher fiir Plasma angegeben, den Extrakt mit 
kaltem und heiBem destillierten Wasser. Die Weiterbehandlung ist 
die gleiche, wie fiir Blut angegeben. Als Beispiel sei hier kurz angefiihrt, 
daB aus der menschlichen, von der Adventitia befreiten Aorta be- 
trachtliche Mengen des gerinnungshemmenden Stoffes auf diese Weise 
zu isolieren waren. 

Die Versuche dariber bei verschiedenen pathologischen Zustanden 
in Blut und Gewebe werden weitere Einzelheiten bei ihrer Bekanntgabe 
bringen. Mit dieser sehr einfachen Methode ist dafiir die Méglichkeit 
der exakten Untersuchung gegeben. 


Literatur. 
1) Hans J. Fuchs, Zeitschr. f. Immun.-Forsch. 65, 515, 1930. — 
2) Derselbe, ebendaselbst 58, 14, 1928. 3) Derselbe, diese Zeitschr. 207, 


405, 1929. — 4) William H. Howell, Amer. Journ. of Physiol. 71, 533, 1924; 
76, 680, 1926; Bull. Hopk. Hosp. 42, 199, 1928. — 5) J. Oglethorpe-W. Barrat, 
Biochem. Journ. 28, 422, 1929. 





Zur Kenntnis der Resistenz 
des Himoglobins gegeniiber Natronlauge. 


Von 


Gert Francke. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des physiologischen Instituts 
der Universitat Rostock.) 


(Eingegangen am 26. April 1930.) 


Im folgenden seien einige Ergebnisse mitgeteilt iiber die Schnellig- 
keit der Haimoglobinzersetzung in Lésungen von Menschen-, Katzen- 
und Kaninchenblut bei gleichbleibenden Natronlaugezusaitzen und 
Anderung des Hamoglobingehalts in den Lésungen, die den Zweck 
verfolgten festzustellen, ob die Zersetzungszeit der Anderung des 
Hamoglobingehalts parallel verlauft oder nicht, d. h., ob mit der Hamo- 
globinkonzentration unter im ibrigen gleichen Bedingungen die 
Resistenzzeit steigt und fallt. 


A priori sollte man das ja erwarten. Kdérber! sagt jedoch auf Grund 
seiner Untersuchungsbefunde, ,,daB, sobald ein gewisses Verhaltnis 
zwischen Blut und NaO iiberschritten wird, eine Steigerung des Natron- 
zusatzes die Zersetzung nicht nur nicht beschleunigt, sondern sogar 
verlangsamt™. 

Es lag daher nahe, dieser von Kérber beobachteten Erscheinung 
genauer nachzugehen und zu priifen, ob eine bestimmte GesetzmaBig- 
keit in bezug auf die Schnelligkeit der Zersetzung des Hamoglobins 
zwischen der Hamoglobinmenge und der Natronlaugemenge besteht 
und welcher Art sie ist. 


Zu einer solchen Priifung waren zwei Wege in Aussicht genommen: 


1. Es sollte die Schnelligkeit der Zersetzung des Hamoglobins in 
einem Blutlésung-Natronlaugegemisch mit gleichbleibendem Natrium- 
hydroxydgehalt, aber wechselndem Hamoglobingehalt festgestellt 
werden, mit anderen Worten, es sollte in der betreffenden Unter- 


1 E. Kérber, Dissert., Dorpat 1866, S. 73. 
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suchungsreihe die Natriumhydratkonzentration unverandert bleiben, 
die Konzentration an Hamoglobin in den einzelnen Proben dagegen 
verschieden sein. 


2. Es sollte in allen Proben derselben Reihe die gleiche Haimo- 
globinkonzentration verwandt werden, aber die Natriumhydroxyd- 
konzentration in den verschiedenen Proben wechseln. 


Leider sah ich mich aus aduBeren Griinden genétigt, meine Arbeit 
friiher abzubrechen, als ich es urspriinglich vorausgesetzt hatte, woher 
ich mich auf den ersten der genannten Wege beschrinken mubte. 
Immerhin darf ich, etwas vorgreifend, darauf hinweisen, daB ich nach 
den wenigen Vorversuchen, in denen ich, dem zweiten Wege folgend, 
gréBere Natronlaugezusitze machte, die von Kdérber erwahnte Beob- 
achtung einer Verzégerung in der Zersetzung des Blutfarbstoffs glaube 
bestatigen zu kénnen. Weitere eingehendere Untersuchungen nach 
dieser Richtung sind bereits in Aussicht genommen. 

Zu meinen Versuchen bediente ich mich der Methode der Be- 
stimmung der ,,Zersetzungszeit’*, wie sie urspriinglich von Kdérber 
geschaffen und dann von v. Kriiger in den Einzelheiten ausgebildet 
und von ihm und seinen Mitarbeitern vielfach angewandt worden ist!. 
Doch hielt ich mich aus gleich zu erwihnenden Griinden nicht streng 
an die von v. Kriiger gegebenen Vorschriften. 

Unter ,,Zersetzungszeit‘‘ wird die Zeit verstanden, welche vom Augen- 
blick des Zusatzes des zersetzenden Agens (in unserem Falle Natronlauge) 
zur Hamoglobin- oder Blutlésung bis zum vo6lligen Schwund der Oxy- 
haimoglobinstreifen verstreicht. Da nun diese Zeitspanne bei Einhaltung 
ganz gleicher Versuchsbedingungen um so gréBber sein muB, je widerstands- 
fahiger das betreffende Hamoglobin ist, so kann und muB sie einen Mastab 
fiir die Resistenz desselben abgeben. 

Nach der Vorschrift von v. Kriiger verwendet man | ccm n/4 Natron- 
lauge auf 5 ccm einer Hamoglobin- oder Blutlésung, die ihrem Blutfarbstoff- 
gehalt nach einer 1°,igen Lésung eines Blutes von 100°, Hamoglobin 
nach Sahli entspricht. Diese Vorschrift mui natiirlich genau eingehalten 
werden, wenn man bei der Untersuchung verschiedener Blutproben mit- 
einander vergleichbare Werte erzielen will, eine Forderung, die namentlich 
fiir den Kliniker unerlaBlich ist. 

Die Einhaltung der erwahnten Vorschrift war fiir meine Zwecke 
nicht nur nicht notwendig, da ich ja nicht verschiedene Blutarten mit- 
einander zu vergleichen hatte, sondern sogar unzweckmabig, und zwar 
aus folgenden Griinden: 


1 F.v. Kriiger, Zeitschr. f. vergl. Physiol. 2, 254, 1925; Med. Welt, 
Jahrg. 1, Nr. 9 und 10, 1927; Fago, Dissert., Rostock 1924; H. Bischoff, 
Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 48, 1925; Med. Klin. Nr. 37, 1925; Th. Wérpel, 
ebendaselbst Nr. 43, 1925; v. Kriiger und W. Gerlach, Zeitschr. f. d. ges. 
exper. Med. 53, 254; 54, 653, 1927. 
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1. Weil bei Blutarten, welche ein sehr wenig widerstandsfiahiges 
Hamoglobin besitzen, wie z. B. das Menschenblut, das nach der Vor- 
schrift v. Kriigers untersucht eine durchschnittliche Zersetzungszeit 
von nur etwa 60 Sekunden zeigt, bei Verminderung des Hamoglobin. 
gehalts in der zu untersuchenden Probe, wie vorausgesetzt werden 
durfte, schlieBlich eine so kurze Zersetzungszeit aufweisen wiirde, 
da8 die Bestimmung derselben technisch unméglich geworden wire 

2. Weil ich mir bei Blutarten dagegen, deren Hamoglobin eine 
verhaltnismaBig lange Zersetzungszeit aufweist, also relativ resistent 
ist, wie das Haimoglobin des Kaninchenblutes, die Beobachtungszeit 
abkirzen wollte. 

Ich praparierte mir daher nicht eine Ausgangslésung nach der 
Vorschrift von v. Kriiger, sondern eine solche von unbekanntem Blut- 
bzw. Hamoglobingehalt, die mir nach ihrer annihernden Farbeninten- 
sitat als fiir den Versuch geeignet erschien. Die Zersetzungszeiten fiir 
die Ausgangslésungen schwankten zwischen 73 und 471 Sekunden. 

Das Blut wurde beim Menschen aus der Fingerbeere, bei Katzen 
und Kaninchen teils aus den RandgefiBen des Ohres durch Anschneiden 
derselben, teils aus dem Herzen durch Herzpunktion gewonnen und 
in 5 bis 10 ccm Aqua dest. gebracht und geschiittelt. Nachdem sich 
die Fibrinfléckchen ausgeschieden, wurde die recht konzentrierte 
Blutlésung filtriert und das Filtrat mit Wasser verdiinnt, bis ich eine 
Lésung von mir geniigend erscheinender Konzentration erhielt. Aus 
dieser Ausgangslésung wurden nun je drei Proben mit absteigendem 
Blut- bzw. Hamoglobingehalt zur Beobachtung der Zersetzung des 
Hamoglobins hergestellt: 


A. 5cem Ausgangslésung + 1 cem n/4 NaOH 
an » +1, H,O + leem n/4 NaOH 


ee o 2, H,O+1 , n/4 NaOH 
D. 2 »» 3, H,O+1 , n/4 NaOH 
E. 1 4, H,O+1 , n/4 NaOH 


Das Verhiltnis des Himoglobingehalts in den einzelnen Lésungen 
war demnach: fiir A. = 100 gesetzt, A.: B.: C.: D.: E. = 100: 80: 60 
: 40: 20. 

Zur spektroskopischen Beobachtung des Schwundes der Oxy- 
hamoglobinbander diente der Biirkersche Universalspektralapparat mit 
den zugehérigen Glastrégen zur Aufnahme der mit Natronlauge ver- 
setzten Blutlésungen. Der Wandabstand der Trége betrug genau 1 cm. 
Als Lichtquelle wurde eine matte Birne von 60 Watt benutzt, die 
entsprechend den Angaben von v. Kriiger und seinen Mitarbeitern 
einen Abstand von 11cm vom Spalt des Spektroskops hatte. Be- 
ziglich der Einstellung des Spektroskops wurden die dafiir geltenden 
Regeln streng befolgt. 
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Samtliche Untersuchungen wurden bei einer Temperatur von 20 
bis 21°C ausgefiihrt. 

Die Untersuchungsergebnisse sind in folgenden Tabellen nieder- 
gelegt, zu deren Erlauterung folgendes gesagt sei: Die Zahlen der 
ersten Horizontalreihe geben den relativen Hamoglobingehalt der 
bereiteten Blutlésungen an, die Ausgangslésung gleich 100 angenommen. 
Die Vertikalreihen zeigen die gefundenen Zersetzungszeiten, und zwar 
die mit ,,abs.‘‘ iiberschriebenen die tatsachlich bestimmten Zeiten in 
Sekunden (als Mittel aus je drei Bestimmungen) und die mit ,,rel.* 
iiberschriebenen die relativen Zersetzungszeiten, die aus den absoluten 
errechnet worden sind. 














Katzen. 
100 R0 60 40 1 2» 
Nr. — —____— — - 
abs rel. abs rel. abs rel. abs rel. abs rel 
1 250 100 204 81,6 109 43,6 87 34,8 
2 210 100 171 81,4 108 51,4 73 «84,8 
3 134 100 105 78,3 87 64,9 61 45,5 
4 121 100 91 75,2 68 56,2 47 38,8 - 
5 128 100 106 82,8 84 65,6 64 50,0 - : 
6 125 100 102 81,6 79 | 63,2 48 384 31 24,1 
7 127 100 104 $1.8 78 =61,4 47 37,0 27 21,2 
5 290 100 238 82.0 179 62,0 134 46,2 
9 435 100 351 80,1 251 57,2 177 40,4 90 20,5 
10 178 100 143 80,3 110 = 61,7 76 8642.6 37 20,7 
Kaninchen. 
100 80 60 40 
Nr. itiallanitlanibenib = 
abs. rel. abs. rel. abs. rel abs rel. 
1 195 190 153 78.5 116 59,4 73 37,4 
2 298 100 237 79,5 179 60,0 114 38,2 
3 471 100 374 79,4 267 57,0 182 38,7 
4 326 100 261 80,1 191 58,6 119 36,5 
5 348 100 275 79,0 210 60,3 137 39,3 
Mensch. 
100 80 60 40 20 
| SGD Se es ee # si Sess ; 
abs. rel. abs. rel. abs. rel. abs. rel abs. rel 
1 244 100 188 77,0 149 61,0 116 484 — 
2 116 100 92 79.3 71 61,2 56 48,3 
3 115 100 91 79,1 72 62,6 52 45,2 - 
4 157 100 125 79,6 95 60,5 67 42,7 32 20,4 
5 73 100 59 80,8 44 60,3 30 = 41,0 - 
6 121 100 96 79,3 74 61,2 50 = 41,8 : 
7 137 100 109 79,6 79 ~=—-57,6 58 42,0 29 21,0 
8 144 100 119 82,6 89 61,8 62 40,3 33 22,0 
9g 183 ‘ 100 146 79,7 112 61,2 73 += 39,9 44 24,0 
10 174 100 141 81,0 101 58,0 76 8=—. 39,6 36 20,6 
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Wie aus den angefiihrten Ergebnissen ohne weiteres zu ersehen 
ist, nimmt die Zersetzungszeit mit der Verminderung des Hamoglobin- 
gehalts in der Blutlésung ab, wenn im tibrigen die Versuchsbedingungen 
unverandert bleiben. 

Es muB freilich zugegeben werden, da®B in den einzelnen Fallen 
die gefundenen relativen Werte von den berechneten recht erheblich 
abweichen, was natiirlich besonders deutlich da hervortritt, wo es sich 
um starke Verdiinnungen der Ausgangslésung des Blutes handelt und 
mithin die Zersetzungszeiten an sich nur kleine Werte reprasentieren. 
Die Differenzen fallen jedoch in derselben Héhe bald nach der positiven, 
bald nach der negativen Seite aus. Sie sind offenbar auf in der Methode 
selbst liegende, nicht zu vermeidende Fehler zuriickzufiihren. Die 
Differenzen gleichen sich bei Berechnung des Mittels in ganz _ be- 
friedigender Weise aus, wie folgende Tabelle zeigt: 





Versuchs- Zahl der : 
objekt Versuche 100 80 60 40 20 
ee 10 100 80.5 58.7 40,9 21,6 
Kaninchen ; 5 100 79.3 59,1 38,4 
Mensch... . 10 100 79,8 60,5 42.9 21,6 


Mittel: 100 


~1 
© 


59,5 41,2 21,6 


Es darf nach den angefiihrten Ergebnissen wohl kaum einem 
Zweifel unterliegen, daB wnter im iibrigen gleichen Bedingungen ein 
Parallelismus zwischen der Zersetzungszeit und dem Hédmoglobingehalt 
einer Blutlisung besteht. 


Zusammenfassung. 


Zur Lésung der Frage, ob bei gleichbleibenden Natronlauge- 
zusitzen zu Blutlésungen ein Parallelismus zwischen der Himo- 
globinkonzentration der Lésung und der ,,Zersetzungszeit‘‘, d.h. der 
Zeit, die vom Augenblick des Natronlaugezusatzes bis zum _ volligen 
Schwund der Oxyhimoglobinbander vergeht, besteht oder nicht, sind 
Versuche mit Lésungen von Katzen-, Kaninchen- und Menschenblut 
angestellt worden, die zu einer Bejahung der Frage fiihrten. 
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